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(ber das Verhalten der nativen Lederhaut gegen Pankreatin. 


Von 
Max Bergmann und Georgi Pojarlieff+. 
,(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Lederforschung in Dresden.) 


(Eingegangen am 4. April 1932.) 


Im Verfolg unserer Arbeiten itiber proteolytische Enzyme haben 
wir das Verhalten der nativen Lederhaut, die gréBtenteils aus Kollagen 
besteht, gegen Pankreatin untersucht, wobei uns zunachst der EinfluB 
der Vorquellung und der Versuchsdauer interessierte. Uber diese 
Fragen liegen bereits eine Anzahl wichtiger Untersuchungen vor, ins- 
besondere von Stwasny und Ackermann, Thomas und Seymour-Jones, 
Merrill und Fleming, Kiintzel und Dietsche, Nauen, Marriott?. 

Es mag deshalb zundchst als iibertliissig erscheinen, daB wir noch 
einmal untersucht haben, ob die Lederhaut in trockenem oder in ge- 
weichtem Zustande schneller von Pankreatin gelést wird. Dem Gerberei- 
fachmann ist es ebenso wie dem Chemiker eine Selbstverstandlichkeit, 
daB sich chemische Operationen am besten und gleichmaBigsten an 
Haut vollziehen, wenn sie griindlich eingeweicht ist. Darum ist bei der 
praktischen Einarbeitung von Hauten und Fellen stets das Einweichen 
die erste Manipulation. E. Stiasny und W. Ackermann® konnten zeigen, 
da8 Hautpulver durch Trypsin um so schneller verdaut wird, je starker 
es durch Behandlung mit quellungsférdernden Salzen vorgequollen ist. 
In scheinbarer Ubereinstimmung damit zeigten A. Kiintzel und 
O. Dietsche*, daB Spaltkollagen (d. h. die herausgespaltene Mittelschicht 


! Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft sprechen wir fiir 
die Gewahrung von Mitteln unseren ehrerbietigsten Dank aus. 

2 BE. Stiasny u. W. Ackermann, Collegium 1928, 33; A. W. Thomas 
u. F. L. Seymour-Jones, J. Amer. chem. Soc. 45, 1515, 1923; H. B. Merrill 
u. J. W. Fleming, J. Amer. Leather Chem. Assoc. 22, 139, 274, 1927; 
A. Kiintzel u. O. Dietsche, Collegium 1931, 136, 146; F. Nauen, eben- 
daselbst 1981, 151; R. H. Marriott, J. Int. Soc. Leather Trades Chem. 
16, 6, 1932. 

3 Collegium 1923, 33. 

4 Ebendaselbst 1931, 136, 146. 
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2 M. Bergmann u. G. Pojarlieff: 


der Lederhaut) nach kurzem Einweichen und mechanischem Durch 
arbeiten mit Wasser erheblich reichlicher durch Pankreatin gelést 
wird als ein trockenes Spaltkollagen, das ohne vorheriges Weichen 
direkt in die Verdauungsfliissigkeit eingelegt wird. 

Wir kénnen diesen Befund fiir gewisse Versuchsbedingungen vollig 
bestatigen und in einfacher Weise erklaren. Die Erhéhung der in Lésung 
gebrachten Proteinmenge durch das Weichen trat nimlich bei unseren 
Experimenten nur dann auf, wenn wir das Spaltkollagen beim Weichen 
mit dem Weichwasser mechanisch durchkneteten und dann weiterhin 
das Weichwasser fiir den Ansatz der Verdauungsversuche mitver- 
wendeten. Beim Durchkneten wird die Oberflache des Probestiickes 
aufgerauht und kleine Faserteilchen werden abgelést. Gerade diese 
kleinen Faserbruchstiicke sind aber wegen ihrer starken Oberflichen- 
entwicklung in hervorragendem Mae der pankreatischen Verdauung 
zuganglich. Wird also das Weichwasser, in dem diese Bruchstiicke 
schwimmen, beim Ansatz des Verdauungsversuches mitverwendet, 
so gehen die Bruchstiicke zum erheblichen Teile in Lésung und ver- 
mehren den Stickstoffgehalt der Lésung um ein Bedeutendes. Wird 
dagegen das Weichwasser fortgegossen und frisches Wasser zum Ver- 
dauungsversuch verwendet, so ist der WeichprozeB, selbst wenn er 
bei 40° iiber 48 Stunden fortgesetzt wird, von sehr geringem Einfluf 
auf den Betrag der gelésten Hautsubstanz, ja, er bewirkt sogar im 
allgemeinen eine Verminderung derselben. Dieses etwas unerwartete 
Ergebnis bezieht sich vorerst nur auf Verdauungsversuche, die in 
Abwesenheit gréBerer Mengen von Neutralsalzen durchgefiihrt werden. 

Zur Anwendung kamen in jedem Einzelversuch 0,4 g Spaltkollagen 
in einem Stiick oder als Pulver und 12 bis 14ccm Fermentlésung. 
Das Ferment wurde jeweils in einer Standard-Thymollésung aufgelést. 
Nach 24 Stunden wurde die Verdauungsfliissigkeit klar zentrifugiert, 
in genau 2ccem der Stickstoffgehalt nach der Mikro-Kjeldahl-Methode 
bestimmt, wobei der Aufschlu8 durch Zusatz von etwas Wasserstoff- 
superoxyd beschleunigt wurde. Vorgelegt wurde Borsaiure. Als Indikator 
diente eine Mischung von Methylrot-Methylenblau!. Der in zahlreichen 
Blindversuchen ermittelte Stickstoffgehalt des angewandten Ferments 
und der in Wasser wihrend der Versuchsdauer léslichen Hautsubstanz 
ist in den folgenden Tabellen jeweils schon in Abrechnung gebracht. 
Als Fermentpraiparate kamen vier kaufliche Pankreatinpraparate zur 
Anwendung, naimlich Pankreatin Merck I und IL mit je 8000 Fuld-Gross- 
Kinheiten, ein Trypsin Merck mit 5000 Fuld-Gross-Kinheiten und ein 
Pankreatin Gehe mit 23000 Fuld-Gross-Einheiten. Die lésliche Haut- 


1 N. M. Stover u. R. B. Sandin, Ind. engin. Chem., Anal. Edition 3, 
240, 1931. 
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Verhalten der nativen Lederhaut gegen Pankreatin. 3 


ubstanz ist in Prozenten des lufttrockenen Spaltkollagens angegeben. 
Das verwendete Spaltkollagen enthielt als Stiick 15°, Feuchtigkeit, 
ls Pulver 13°, Feuchtigkeit. 


Tabelle I. 





Lisliche Liésliche 





——_ Bo ll orwell Haut _ | Dauner Tem- Form 
der des Ver- Substanz substanz der peratur des ange- 
Fermentpriparat Ferment- | dauungs — vor- nach Vor-| weiche der wandten 
lésung yersachs ieriges herigem Weiche Spalt- 
Weichen Weichen kollagens 
Cc ¢ Std ( 
Pankreatin Merck I 2 37 2,21 1.7 48 40 
o _ = 2 37 3.9 39 48 40 
- a 2 40 5,5 4,5* 48 40 In 
" IT 2 37 4.1 3,2 7 20 einem 
i s & 0,5 37 2,1 1,§ 3 20 Stick 
frypsin Merck 0,1 40 0,67 0,78 48 40 
Ms a : 0.1 40 0.67 0.80 48 40 
Pankreatin Merck I 2 37 29,9 24,8 48 40 
ae II 2 37 29.0 27,8 48 40 
ss 2 37 39,4 82,7 48 40 
— 2 37 oe 27,9 24 40 Pulver 
Gehe. . 1,33 37 29.6 28,0 48 40 
~ Merck Il 0.5 37 25,0 23,4 8 20 
l'rypsin Merck 0,1 40 24,3* | 22,0* 48 40 


* Mittel aus zwei Versuchen. 


Zu allen in der Tabelle wiedergegebenen Weichversuchen ist noch 
zu bemerken, daB die Weichfliissigkeit nicht von der geweichten Haut- 
substanz abgegossen wurde, sondern beide zusammen nach Zugabe 
des Ferments zum Verdauungsversuch dienten. 

Unsere Versuche zeigen also, daB vorheriges Einweichen des luft- 
trockenen Hautkollagens keine Erhéhung der pankreatischen Ver- 
daulichkeit bewirkt, eher sogar eine Verminderung. 

In der Tabelle II fiihren wir zwei Versuchsreihen an, bei welchen 
der EinfluB auf die Verdaulichkeit bei folgenden Arbeitsweisen gegen- 
iibergestellt ist: 

a) Das Spaltkollagen wurde lufttrocken zum Verdauungsansatz 
benutzt. 

b) Das Spaltkollagen wurde geweicht, ohne dabei mechanisch 
beansprucht zu werden, und dem Weichwasser unmittelbar das Ferment 
fiir den Verdauungsversuch zugefiigt. 

c) Das Spaltkollagen wurde geweicht, im Weichwasser nach der 
Halfte der Weichzeit 5 Minuten lang griindlich durchgeknetet, die Flissig- 
keit abgegossen mitsamt den darin verteilten, abgelésten kleinen Faser- 
bruchstiicken. 


1 * 














4 M. Bergmann u. G. Pojarlieft: 


d) Das Spaltkollagen wurde geweicht, im Weichwasser 5 Minute: 
lang griindlich durchgeknetet und das Ganze zusammen nach Zusat 
von Ferment zum Verdauungsversuch benutzt. 


Tabelle Il. 
Temperatur der Weiche 20°. Dauer der Verdauung 24 Stunden. 





Konzen- Temperatur : 
tration der des Ver- Art der Vor- pauer der L“Sliche 


bereitung ~Weiche Haut- Mittel 


‘e » par: Fe »nt- ‘ rS- 
eaten iseune trae des Haut- substanz wert 
materials 
"6 OF Std. 
Pankreatin Merck I 2 37 a 4,16 ly 1 
s 4 ae 2 —_ a 4,05 | ’ 
» ca 2 37 b 7 3,20 | 39 
* ~— a 2 37 b 7 3,27 ‘(awe 
mn » 2 37 c 6 3.6 | 
’ ¢ 
: <a -s 37 . 6 | 
Trypsin Merck 0,1 40 h 3 0.7 
- 0,1 40 d 3 15 


Die Ergebnisse der Tabelle II liegen ganz in derselben Richtung 
wie die der Tabelle I. Dariiber hinaus zeigen sie, daB mechanisches 
Durchkneten nur dann das Verdauungsergebnis erhéht, wenn man 
zusammen mit dem Kollagenstiick auch die bei der mechanischen 
Bearbeitung abgelésten Faserteilchen mitverdaut. 

Wie aus unseren Versuchen weiter folgt, laBt sich die Ansicht 
daB die pankreatische Verdauung des Kollagens dem Quellungsgrad 
proportional ist, nicht ohne Einschriankung autrechterhalten. Durch 
die Versuche von Stiasny und Ackermann ist nachgewiesen, daB diese 
Proportionalitat fiir die Verdauung in Gegenwart einer Reihe von 
Salzen gilt. Fiir die Verdauung in Abwesenheit gréBerer Salzmengen 
Jassen unsere Versuche dagegen einen fordernden EinfluB der Quellung 
nicht erkennen. Mithin hat man zu schlieBen, daB die Wirkung der 
Quellung mit Wasser und mit Salzlésungen aut die pankreatische Ver- 
dauung des Kollagens grundsatzlich verschieden ist. Man kénnte 
natiirlich auch daran denken, daB der fehlende EinfluB der Wasser- 
vorquellung nur ein scheinbarer ist und durch eine Uberlagerung von 
Quellungs- und Diffusionseinfliissen zustande kommt. Es kénnte 
nimlich z. B. die Durchdringung des Kollagens mit Fermentlésung 
anders verlaufen bei gequollenem als bei nichtgequollenem Kollagen 
Aber dariiber liegen noch keine Versuche vor. Fest steht vorerst 
nur der tatsachliche Erfekt, daB eine Vorquellung mit Wasser keine 
Erhéhung der pankreatisch léslich gemachten Kollagenmenge zu: 
Folge hat. 

Von den bereits zuvor erwahnten Forschern ist verschiedentlich 
der zeitliche Verlauf der pankreatischen Kollagenverdauung untersucht 
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Verhalten der nativen Lederhaut gegen Pankreatin. 


vorden. Das Ziel derartiger Versuche war, festzustellen, ob eine voll- 
standige Verdauung tberhaupt méglich ist. Die Mehrzahl dieser Unter- 
suchungen ist allerdings in Gegenwart von Salzen angestellt worden. 
Man hat immer wieder beobachtet, daB die pankreatische Verdauung, 
in der Menge des léslichen Stickstofts gemessen, in den ersten Stunden 
im schnellsten ablauft. Man hat daran gedacht, tiir diese erhéhte 
\nfangswirkung die Gegenwart leichter verdaulicher, vom Kollagen 
verschiedener Eiweibstoffe verantwortlich zu machen'. Es muBten 
aber auch andere Erklarungsméglichkeiten in Betracht gezogen werden, 
namlich ob das wirksame Ferment mit der Zeit zerstért wird und darum 
an Wirksamkeit verliert, oder ob die Produkte der Verdauung als 
Hemmungskorper fiir das Enzym auftreten, etwa, indem sie sich mit 
dem Enzym verbinden und es dadurch vom Angriff auf das Kollagen 
ibhalten. Hemmungskérper sind in der Kinetik der proteolytischen 
Enzyme nichts Unbekanntes. Kiintzel und Dietsche sind sogar zu der 
Ansicht gekommen, daB man bei einmaliger Pankreatinbehandlung 
von Spaltkollagen bei 40° oder noch tieferer Temperatur nicht iiber 
einen Abbau von 5°, kommen kann. Es braucht nicht besonders hervor- 
vehoben werden, da eine derartig niedrig fixierte immanente Grenze 
der pankreatischen Kollagenverdauung, wenn sie sich einwandfrei nach- 
weisen ]48t. von hoher theoretischer und praktischer Bedeutung sein 
muBte. 

Man hat sich nach dem Vorgang von Merrill und Fleming? wieder- 
holt iiberzeugt, daB der Kollagenabbau sehr weit getrieben werden kann, 
wenn man zu demselben Kollagenstiick in gewissen Zeitréumen mehrmals 
neue Pankreatinportionen zufiigt. Wir hofften nun in der Frage der 
Selbsthemmung der Verdauung einen Schritt weiter zu kommen, 
indem wir dasselbe Kollagenstiick mit einer einmaligen Pankreatin- 
gabe einem mehrtagigen Verdauungsversuch unterwarfen. Bei 40° 
sind wir zu den in Tabelle III niedergelegten Ergebnissen gekommen. 


Tabelle ITI. 





Konzentration : 
Geléste Hautsubstanz nach 


der Temperatur 
Ferment praparat Fermentlésung 
5 o4 24 Std. 48 Std 72 Std 
Pankreatin Merck II . 2 40 5.5 11.9 16,2 
l'rypsin Me rek ° et & 0.1 40 0,67 1,42 


Die Verdauung nahm also nach dem ersten Tage nicht ab, sondern 
deutlich zu. Dies ist um so iiberraschender, als dasselbe Pankreatin II 


1 Vel. Merrill u. Fleming, a. a. O. 
2? J. Amer. Leather Chem. Assoc. 22, 139, 274, 1927. 





6 M. Bergmann u. G. Pojarlieff: Verhalten der nativen Lederhaut usw. 
(wie wir uns erneut tiberzeugt haben) in 2°,ig. Lésung fiir sich, d. h. ohn 
Kollagen, 24 Stunden mit Thymol bei 40° aufbewahrt und erst dani 
mit trockenem Spaltkollagen zur Verdauung angesetzt eine deutlich 
Herabsetzung seiner Wirksamkeit erkennen lieB. Es brachte namli 
dann in 24 Stunden bei 40° in zwei Versuchen nur 3,6 und 3,8°%, Haut 
substanz in Lésung, wahrend es 5,5°, in Lésung brachte, wenn es ii 
nichtgealtertem Zustande unmittelbar mit trockenem Spaltkollage: 
angesetzt wurde. 

Der zweite Teil unserer Versuche zeigt, daB die pankreatische 
Kollagenverdauung bei 40° und bei Abwesenheit gréBerer Salzmengen 
im Laufe dreier Tage keine erhebliche Hemmung durch die Produkte 
der Verdauung erkennen l48t. Auch ohne Erneuerung der Ferment 
lésung kann man deshalb zu erheblichen Verdauungsprozentsatzen 


gelangen. 
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Zur Frage des Grenzabbaues der Stirke durch Malzamylase. 


Von 
S. Pronin. 


Aus dem biochemischen Laboratorium des zweiten Chemisch-Technologi- 
schen Instituts in Moskau.) 


(Eingegangen am 5. April 1932.) 


Es ergibt sich aus der Arbeit von Pringsheim und Schmalz (1), 
daB der Grenzabbau der Starke durch Malzamylase in gewisser Ab- 
hangigkeit von der Fermentmenge steht. So war bei den Ferment- 
konzentrationsbeziehungen 10:2,5:1 der Grenzabbau entsprechend 
90,0 —- 86,2 — 83,8. 

Ich hielt es von Interesse, diese Erscheinung ausfihrlicher zu 
prifen. 

Experimentelles. 

Es wurden die Verzuckerungsversuche von léslicher Starke mit 
zunehmenden Mengen von Malzauszug in Phosphatputfer bei 50° 
angestellt. Dazu wurden Grund- und Kontrollreihen in sechs Meb- 
kolben zu je 100 cem angesetzt. In jeden Kolben der Grundreihe 
wurden 50 cem 2%ige Lésung léslicher Starke (nach Zulkowski) und 
10 cem Phosphatpuffer (px = 5) eingetragen. Dann wurden zunehmende 
Mengen von Malzamylase nach folgendem Schema hinzugefiigt : 





Kolben-Nr. : 1 


bo 
+ 


Menge des Malzauszugs 
Oe Go es (as 1 2 4 8 16 32 


(Der Malzauszug wurde durch Extraktion von 30 g Malzmehl mit 300cem 
Wasser bei Zimmertemperatur wahrend 3 Stunden unter hiaufigem 
Umschiitteln bereitet.) 

Danach wurden die Kolben mit destilliertem Wasser zur Marke 
aufgefiillt und der Inhalt sorgfaltig durchmischt. Die Kontrollreihe 
wurde mit denselben Mengen an Pufferlésung und Malzauszug bereitet, 
dann Auffiillen bis zur Marke mit Wasser. So enthielten die Kolben 
dieser Reihe statt Stirkelésung eine entsprechende Menge Wasser. 
Beide Reihen wurden im Thermostaten von 50° gehalten. Als Anti 
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septikum wurde in jeden Kolben etwas Thymol und auBerdem 0,5 cen 
Toluol gegeben. Im Laufe des Versuchs wurde die Sterilitat von Zeit 
zu Zeit durch mikroskopische Kontrolle gepriift. Stets wurde volligy 
Sterilitat festgestellt. 

Der Grenzabbau wurde folgendermaBen bestimmt. In 10 ccm 
Flissigkeit aus jedem Kolben der beiden Reihen wurde der Zucke1 
nach Bertrand bestimmt. Die Kontrollreihe erméglichte es, die durch 
wechselnde Mengen des Malzauszuges hervorgerufene Reduktion zu 
beriicksichtigen. Das Verhaltnis (in Prozenten) des aus der Starke 
innerhalb der gegebenen Zeit entstandenen Zuckers (der Maltose) 
zur Maltosemenge, welche theoretisch aus dieser Starkemenge ent- 
stehen wiirde (unter Beriicksichtigung ihres Wassergehaltes, der 15,52 ° 
betrug), charakterisiert den Grenzabbau. Die erhaltenen Resultate 
zeigen folgende Tabellen. 


Tabelle I. 


Verzuckerungsdauer | Tag. 





Menge der reduzierenden 


Maltosemenge 
in 10 cem Fliissigkeit 














Kolben Stofie in cem n/l0 K MnO, Grenzabbau 
(in 10 cem Fliissigkeit) in 0 
in ecm P 
Nr. Grundreihe Kontrollreihe n/l0 KMnO, = Ss 
1 12,00 0,50 11,50 66,8 74,90 
2 12,95 0,55 12,40 72,3 81,08 
3 14,05 1,10 12.95 75,5 84,67 
4 15,30 2,25 13,05 76,1 85,34 
5 17,25 3,80 13,45 78,4 87,92 
6 21,28 7,40 15,88 81,0 90,84 
Tabelle II. 
Verzuckerungsdauer 2 Tage. 
Menge der reduzierenden Maltosemenge 
Kolben Stoffe in cem n/10 K MnO, in 10 eem Fliissigkeit Grenzabbau 
(in 10 cem Fliissigkeit) _ in 0 
= in ecm ‘ ” 

Nr. Grundreihe Kontrollreihe || n/10 KMnO, in mg 
1 12,60 0,50 12,10 70,5 79,06 
2 13,30 0,60 12,70 74,0 82,99 
3 14,60 1,15 13,45 78.4 87,92 
4 16,00 2,00 14,00 81,6 91,51 
5 18,10 4,00 14,10 82,3 92,30 
6 22.65 8.00 14,65 85.5 95,88 
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Grenzabbau der Starke durch Malzamylase. 






Tabelle Ill. 


Verzuckerungsdauer 4 Tage. 













Menge der reduzierenden Maltosemenge 











Kolben Stoffe in cem n/10 K MnO, in 10 cem Fliissigkeit Grenzabbau 
(in 10 cem Fliissigkeit) in ‘ 
EEE — in ecm 
Nr. Grundreihe Kontrollreihe | n/l0O K MnO, in mg 
1 12,65 0,52 12,15 70,6 79,17 
2 13,40 0,68 12,72 74,2 83,21 
3 14,75 1,35 13,40 78,2 87,70 
4 16,25 2,30 13,95 81,4 91,28 
5 18,50 4.38 14,12 82,4 92,40 
6 23,05 8,45 14.60 85,3 95,66 
Tahe lle I VY. 
Verzuckerungsdauer 6 Tage. 
Menge der reduzierenden Maltosemenge 
Kolben Stoffe in cem n/10 K MnO, in 10 cem Fliissigkeit Grenzabbau 
; (in 10 cem Fliissigkeit) in 9, 
in ccm 
Nr. Grundreihe Kontrollreihe  n/10 K MnO, ma mg 
1 12,70 0,60 12,10 70,4 78,95 
2 13,45 0,75 12,70 74,0 { 82,99 
3 15,00 1.50 13,50 78,1 87,58 
4 16,75 2,80 13,95 81,4 91,28 
5 18,68 4.60 14,08 82,2 92,18 
6 23,22 8.65 14,57 85,1 95,44 


Aus diesen Tabellen ersieht man, daB der Grenzabbau abhangig 
ist von der Menge des hinzugefiigten Malzauszuges, wobei er den maxi- 
malen Wert von 95,88°%, (nach 48 Stunden) erreicht (Tabelle II). 
Aus den Tabellen I], ITT und IV kann man auch erkennen, daf die 
KMn0Q,-Werte fiir eine bestimmte Menge des Auszuges trotz der er- 
reichten Bestandigkeit des Grenzabbaues mit der Zeit etwa auf dieselbe 
Gr6éBe in der Grund- wie in der Kontrollreihe zunehmen. Das zeugt 
fir das Auftreten von gewissen hydrolytischen Nebenprozessen im 
Auszug, unabhangig vom GrundprozeB der Stairkehydrolyse; infolge- 
dessen nimmt die Menge der reduzierenden Stoffe zu. Es ist darauf 
hinzuweisen, daB ein Uberschreiten des Grenzabbaues iiber 78 bis 80 °%, 
schon mehrmals festgestellt worden ist [Maquenne (2), Pringsheim und 
Fuchs (3), Pringsheim und Schmalz (1)). 
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Zusammenfassung. 

1. Bei Verzuckerung von léslicher Starke durch Malzamylas: 
hingt der Grenzabbau von der Menge des hinzugefiigten Malz- 
auszuges ab. 

2. In den ausgefiihrten Versuchen hat dieser Grenzabbau zwische1 
74,90 und 95,88 °% betragen. 


Literatur. 
1) Pringsheim u. Schmalz, diese Zeitschr. 142, 108, 1923. 2) Ma 
quenne, Bull. Soc. chim. Fr. (3) 85, I— XV, 1906. 3) Pringsheim u. Fuchs 
Ber. 1923, S. 1762. 
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Malz- 
schen 
a Uber die Beeinflubbarkeit der Diffusion 
j 4 a- 
""uchs. I. von Salzen durch Gallerten, 


II. von Gasen durch Membranen. 
Von 
H. Eppinger und W. Brandt. 
(Aus der Medizinischen Klinik Lindenburg der Universitat Koln.) 
(Eingegangen am 6. April 1932.) 


Mit 6 Abbildungen im Text. 


Verschiedene neuere Untersuchungen machen es wahrscheinlich, 
daB bei Kreislaufstérungen der Gasaustausch zwischen Blut und den 
Geweben auf Schwierigkeiten st6Bt. Vermutlich handelt es sich dabei 
um Anderungen in der Kapillarwand; wahrend die normale Membran 
fir die Diffusion von Sauerstoff ideal permeabel zu sein scheint, dirfte 
dies unter pathologischen Bedingungen nicht der Fall sein: daB sich 
dies in einer St6rung der Sauerstotfversorgung der Gewebe und damit 
der Stoffwechselvorginge ganz im allgemeinen auswirken muB, er- 
scheint selbstverstandlich. 

Aus diesen Uberlegungen heraus haben wir uns nicht nur fiir die 
lrage der Gasdiffusion interessiert, sondern tiberhaupt die Méglichkeit 
einer pharmakologischen Beeinflussung der Membrandurchlassigkeit 
wieder aufgerollt. 

Auf der Suche nach Modellversuchen, die eine méglichst einfache 
und durchsichtige Anordnung zum Studium der Durchlassigkeit von 
Membranen gegeniiber Salzen und Gasen und der Beeinflussung der 
Durchlassigkeit durch verschiedene Pharmaka bieten, ergaben sich die 
beiden folgenden Methoden als die geeignetsten. 


I. Die Diffusion von Kochsalz durch Gelatinegallerten. 


Nach der von K. Mayer! beschriebenen Methode wurden _be- 
sonders ausgesuchte Glasréhrchen, die alle gleich weit und gleich 


1 Beitrage z. chem. Physiol. u. Pathol. 7, 393, 1906. 
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lang waren (Linge 75mm, Durchmesser 8 bis 9mm), je mit 3 cen 
15% iger Gelatinelésung und 1 cem der Lésung des zu_priifenden 
Stoffes gut durchmischt, so daB eine homogene Lésung entstand 
In einem Vergleichréhrchen wurden 3 cem der Gelatinelésung mit 
l ccm reinen Wassers verdiinnt. Nachdem alle Glasréhrchen gefiill: 
waren, so daB in ihnen die Gelatinelésung gleich hoch stand und 
gleiche Schichthéhen der verschiedenen Gelatinesiulen vergleichbar 
Mengen der verschiedenen Zusatze enthielten, wurden die Réhrchen 
senkrecht in eine Kochsalzlésung gehingt. Dann diffundiert das 
Kochsalz in die Gelatine, und zwar je nach den ihr beigegebene: 
Zusitzen verschieden schnell. Es werden also zu Ende des Ver- 
suchs vergleichbare Schichten der einzelnen Gelatinesiulen ver- 
schiedene Mengen Kochsalz enthalten. Um diese kennenzulernen 
wurden die Rékrchen bestimmte Zeit nach BPeginn des Versuchs 
aus dem Kochsalzbad genommen, der Glasmantel zertriimmert und 
die méglichst unbeschaidigte Gelatinesiule in zehn Scheiben von 
5 mm Hohe zerschnitten. Die einzelnen Scheiben wurden mit der 
Torsionswaage gewogen und potentiometrisch auf ihren Chlorgehalt 
hin analysiert. Die dem offenen Ende des Réhrchens am nichsten 
stehende Scheibe sei mit Nr. 1, die letzte, dem Boden des Glasréhrchens 
zugekehrte Scheibe, sei mit Nr. 10 bezeichnet. Fiir jede Gelatine 
siule JaBt sich dann aus den Chlorbestimmungen der einzelnen 
Scheiben berechnen, wieviel Kechsalz in Scheibe Nr. 1, wieviel in 
Scheibe Nr. 1 + Nr. 2 usw. hineindiffundiert war. Der natiirliche 
Kochsalzgehalt der Gelatine selbst wurde dabei in Rechnung gesetzt. 
Stellt man die Funktion zwischen Kochsalzgehalt und Scheiben- 
gewicht graphisch dar, so erhalt man fiir die einzelnen Gelatine- 
siulen mit ihren verschiedenen Zusitzen Kurven, deren Vergleichung 
mit der Kurve derjenigen Gelatinesiule, die anstatt mit 1 cem der 
Lésung eines Pharmakons nur mit 1 cem reinen Wassers versetzt war, 
lehrt, ob die betreffenden Zusitze die Durchlissigkeit der Gelatine 
gegeniiber Kochsalz erhéhen, erniedrigen, oder nicht beeinflussen. 
Die Versuche wurden angestellt mit kauflichen Lésungen von Stro- 
phantin, Digitalis. und Decholinpriparaten und mit selbstbereiteten 
Lésungen von Harnsiure, Harnstoff, Coffein, Saponin, Athylalkohol 
und Ather. 


Im folgenden sei ein einzelner Versuch herausgegriffen und ein- 


gehender dargestellt : 


Der Chlorgehalt der Gelatine betrug 24,3 mg-°,, der Chlorgehalt det 
verwandten handelsiiblichen Praparate in Ampullen entsprach dem eine: 
physiologischen Kochsalzlésung. 

Versuchsreihe mit Gelatine, der teils Alkohol, teils Strophantin, teils 
Saponin zugesetzt waren. Diffusionsdauer des NaCl: 26 Stunden. 
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Diffusion von Salzen und Gasen. 


Kontrolle: 3cem 15°,ige Gelatinelésung +- 


Tabelle J. 


leem H,0O. 





Scheibe Scheibengewicht 


Nr. mg 


370 
310 
370 
350 
340 


NaCl-Gehalt 


mg 


5 I 
3,46 
4 


76 





Scheibe 


Nr. 


10 


Aus der Tabelle oben 1aBt sich errechnen: 


Scheibengewicht 


mg 


295 
335 
355 
380 
340 


NaCl-Gehalt 





Scheibe Gewicht 


Nr. mg 
370 
680 
1050 
1400 


3cem Gelatinelésung 


Hinein- 
diffundiertes 
NaCl 
mg 


8,54 
13,68 
17,13 
18,59 





Tabelle 


1 ccm Strophantinlésung ( 


Scheibe 


Nr. 


Il. 


Hinein- 
diffundiertes 
Nacl 


me 


19,35 
19.58 
19,70 


0,0005 g Strophantin). 





scheil Scheiben- 
seneibe gewicht 


Nr. mg 


310 
390 
350 
395 
355 
335 
345 


355 


3ccem Gelatinelésung 4 


NaCl-Gehalt 


mg 


8,30 
6,78 
4.38 
2,92 
1,70 
0,64 
0,26 
0,12 





Tabelle 


Scheibe 


Nr. 


1 
1—2 
1—3 
1—4 
1—5 
1—6 
1—7 
1—%s 


fy F 


leem Saponinlésung ( 


Gewicht 


mg 


310 

700 
1050 
1445 
1800 
2135 
2480 
2835 


Hinein- 
ditfundiertes 
NaCcl 


, 
mg 


8,30 
15.08 
19,46 
22.38 
24.08 
24,72 
24,98 
25,10 


0,1 g Saponin). 





‘ Scheiben- 
Scheibe gewicht 


Nr. mg 


285 
335 
310 
350 
345 
295 
350 
370 


OO who 


o-=) 


NaCl-Gehalt 


mg 


7,54 
5,26 
3,50 
2,17 
1,17 
0,46 
0,30 
0,09 





Scheibe 


Nr. 


Gewicht 


mg 


285 
620 
930 
1280 
1625 
1920 
2270 
2640 


Hinein- 
diffundiertes 
NaCl 


mg 


7,54 
12.80 
16,30 
18,47 
19.64 
20,10 
20,40 
20,49 
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Tabe lle I V. 


8ccm Gelatinelésung + 0,5ecem Athylalkohol + 0,5 ccm Wasser. 





> 
uate Hinein 
cheiben- . ie 
gewicht Na Cl-Gehalt Scheibe Gewicht diffundiert 
5 NaCl 
mg mg Nr mg mg 


390 8,30 390 8,30 
375 5,32 y 765 13.62 
IN5 2.80 at 1050 15.42 
285 1,52 - 1335 16,94 
315 0,70 5 1650 17.64 
350 0,41 ) 2000 18,05 
335 0,12 2335 18,17 
315 





Stellt man die in diesen Versuchen ermittelte Abhaingigkeit des 
Kochsalzgehaltes von dem in der Gelatine zuriickgelegten Weg (de: 
dem Scheibengewicht proportional ist) graphisch dar (s. Abb. 1), so 
sieht man bei einer Vergleichung der einzelnen Kurven, wieweit die 
einzelnen Zusatze fiir Gelatine deren Permeabilitét gegeniiber dem 
Kochsalz veraindern. 

In derselben Weise wie oben beschrieben, wurden auch andere 
Pharmaka geprift. Die Ergebnisse sind in den folgenden Abbildungen 
graphisch dargestellt. Der Einfachheit halber wurde dort, nicht wie 
in Abb. 1 als Ordinate der Kochsalzgehalt der verschiedenen Gelatine- 
schichten aufgetragen, sondern nur der ihm proportionale Verbrauch 
an n/100 AgNO, zur Titration. 

In allen Abbildungen gibt die Kurve mit dem Index ,,ohne Zusatz“ 
den Verlauf der Kochsalzdiffusion in 3cem 15% iger Gelatine wieder, 
der lediglich 1 com H,O beigemischt ist. 
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Abb. 2 


Diffusionszeit: 30 Std 


Je 3eem 15 iger Gela- 


tinelésung vermischt mit 


a) leem 2 iger Harn- 


stofflésung (== 0,02 g), 


b) 0.5cem 2°/,iger Harn 


stofflisung + 0,5 cem 


H.O (= 0,01 g). 


Abb. 3 


Diffusionszeit: 30 Std 


Je 3eem 15° siger Gela- 
tineljsung vermischt mit 


a) leem 2° ,iger Coffein- 
lisung ( 0,02 g) 


b) 0.5 cem 2°) siger 


Coffeinlésung + 0,5 cem 


H»O ( 0,01 g) 
Abb. 4. 
Diffusionszeit: 30 Std. 
Je 3 cem 15° /,iger Gela- 


tineldsung vermischt mit 


a) leem gesittigter 
Harnsd&urelisung, 
b) 05 cem ges&ttigter 


Harnsdurelésung 
+ 0.5 ecem Hy. O 
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Abb. 6. Diffusionszeit: 24 Std 
Je 3cem 15°%/9iger Gelatinelésung vermischt mit 
a) 0,5 cem H,0 + 0,5 cem Decholin (= 0,1 g Desoxycholsaure), 
b) 0,9 cem H,O + 0,1 cem Decholin (= 0,02 g Desoxycholsiure), 
¢) 0,5 cem Ather + 0,5 ecem H,0. 


Il. Die Diffusion von Wasserstoff durch eine Seifenlamelle. 


Exner! hat die Tatsache, daB eine Seifenlamelle. die in einem am 
einen Ende verschlossenen Glasrohr ein bestimmtes Volumen absperrt 
sich in der Glasréhre verschiebt, sobald man in das offene Ende det 
Roéhre ein anderes Gas als Luft einleitet, schon benutzt, um sich bei 
den verschiedenen Gasen Vorstellungen von ihrer Diffusionsfahigkeit 
durch Seifenlamellen zu machen. Seine Methode ist auch fiir unsere 
Zwecke geeignet, um zu wissen, wieweit eine Seifenlamelle durch Zu 
sitze der verschiedensten Pharmaka in ihrer Permeabilitaét gegeniibe: 
einem Gas veraindert werden kann. 

Die héchst einfache Versuchsanordnung ist folgende: 


Eine 180mm lange, 5mm im Durchmesser haltende, gut kalibrierte 
Pipette 14Bt sich am verjiingten Ende durch einen Gummischlauch mit 


1 Poggendorffs Annalen d. Physik u. Chemie 5, 321, 1875. 
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Quetschhahn verschlieBen. Will man den Apparat gebrauchen. so iiber 
ieht man das offene Ende der Glasréhre durch Eintauchen in eine Seifen- 
osung mit einer Lamelle, saugt diese bei geéffnetem Quetschhahn so weit 
n das Innere der Glasréhre, bis das Volumen zwischen ihr und der Spitze 
der Pipette passend erscheint. Dann wird der Quetschhahn geschlossen. 
fiat man das Innere der Glasréhre vorher mit Seifenl6sung befeuchtet, so 
besitzt eine solche Lamelle eine auBerordentliche Beweglichkeit ; bei nicht ab 
geschlossenem Volumen in vertikaler Stellung der Réhre z. B. gleitet sie 
durch ihre eigene Schwere langs derselben hinab. Leitet man in das untere 
ffene Ende der senkrecht aufgehangten Glasréhre, in deren von der ein 
gezogenen Lamelle abgeschlossenem Volumen sich Luft befindet. ein Gas, 
z. B. Wasserstoff, so andert die Lamelle ihren Stand. Sie wandert nach 
unten, das in ihr eingeschlossene Volumen vergr6éBert sich so lange, bis aus 
ihm alle Luft ausgetreten und es restlos von Wasserstoff angefiillt ist. 
Der Versuch ist beendet, sobald die Lamelle in einer neuen Lage zur Ruhe 
gekommen ist. Die Erklarung fiir das Wandern der Lamelle ist die, daB die 
Diffusionsgeschwindigkeiten von Luft und Wasserstoff verschieden groB 
sind, so daB in der Zeiteinheit mehr Wasserstoff durch die Seifenlamelle 
eintritt als Luft austritt und sich jede dabei auftretende Druckerhohung 
innerhalb des abgeschlossenen Volumens durch eine Verschiebung der 
Lamelle, also eine Volumenvergr6Berung ausgleicht. Das Verhaltnis von 
End- und Anfangsvolumen wird man nun stets fiir ein und dasselbe Glas- 
rohr bei ein und derselben Seifenlésung konstant finden. Dieses Verhaitnis 
andert sich aber, sobald die Eigenschaften der Seifenlésung andere werden. 
Es gilt also zunachst, die Pipette zu eichen, d.h. das Verhaltnis von End- 
zu Anfangsvolumen fiir eine Seifenlésung ohne Zusaétze zu bestimmen und 
dann zu sehen, ob sich die Permeabilitaét der Seifenlésung bei Zugabe eines 
bharmakons andert. Dies tut sich darin kund, da jetzt, bei gleichem 
Anfangsvolumen wie im ,,Eichungsversuch*, das Endvolumen gréBer odei 
kleiner ist als im ,,Eichungsversuch*. Ist das Endvolumen kleiner ge- 
worden, so ist die Permeahbilitaét der Seifenlamelle gegeniiber Wasserstoft 
geringer, im umgekehrten Falle gr6éBer geworden. 


Im folgenden ein Versuchsprotokoll: 


Die verwandte Seifenlésung bestand aus 300 g Wasser, 100 g¢ Glycerin 
und 7,5g Natriumoleat. Sie wurde nach der Vorschrift von H. Straub! 
hergestellt und muB unter Licht- und LuftabschluB aufbewahrt werden, 
da sie sonst ihre Eigenschaften andert. Der Wasserstoff wurde aus dem 
Kippschen Apparat entnommen, mit Natronlauge gewaschen und aus 
einem Kapillarrohr in die Glasréhre mit der Seifenlamelle eingeleitet. 


1. Eichung der Glasréhre mit einer Lamelle aus reiner Seifenlésung ohne 
Zusatz. 





Stand der Lamelle Zeit in Minuten von Stand der Lamelle Zeit in Minuten von 
in ecm der Skala Beginn des Versuchs in cem der Skala Beginn des Versuchs 
0.60 0 2.92 45 
2.0 29 202 59 
2,91 35 


1 Handb. d. biol. Arbeitsmethod., Abt. V. Teil 4. 1. S. 226. 
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Der Quotient 2,02/0,60 stellt das Verhaltnis der in gleicher Zeit aus 
getauschten Gas- und Luftvolumina dar und ergibt somit das Verhaltni 
der Geschwindigkeiten, mit welchen Wasserstoff und Luft die Lamell|: 
durchsetzen. Es bedeutet also 2,02 /0,60 3,36 x, daB Wasserstoff div 
Seifenlamelle mit einer 3.36mal gr6Beren Geschwindigkeit durchsetzt 
als Luft. 


Versuch mit einer Lamelle aus einer Seifenlésung, die 1 cem Ather i: 
10 cem enthalt. 





Stand der Lamelle Zeit in Minuten von Stand der Lamelle Zeit in Minuten von 
in ecm der Skala Beginn des Versuchs in cem der Skala Beginn des Versuchs 
0.80 0 2.30 40 
998 356 2.30 0 
2,30 » 97 
c 2,04 
0.89 


Der Wasserstoff durchdringt also jetzt die Lamelle mit einer 2,87ma 
groBeren Geschwindigkeit als Luft, gegeniiber einem Wert von « 3.36 
im vorigen Versuch. Die Permeabilitaét der Lamelle ist durch den Athe1 
zusatz verringert worden. 

Indem man also die Werte fiir x bei verschiedenen Zusiatzen zur Seifen 
lésung bestimmt und sie mit « = 3,36, dem Wert fiir eine Seifenlésung 
ohne Zusatz, vergleicht, kann man die BeeinfluBbarkeit der Permeabilitat 
priifen. Ist der gefundene Wert fiir « gr6Ber als 3,36, so ist die Permeabilitat 
der Lamelle vergr6Bert, im umgekehrten Falle ist sie verringert worden 
Es wurden folgende Werte fiir « erhalten. 


1. Desoxycholséure : 


a) 10 cem Seifenlésung + 0,25cem Decholin (kaufliche 


20°. ,ige L6sung von Desoxycholséure) . . . . 2 3.40 
b) 10 ., Seifenlésung + 0,5cem Decholin . . .... % 3.71 


2. Lecithin : 
a) 10cem Seifenlésung + 0,01 cem Helpin (Lecithin- 


emulsion) eae a ae F x 3.46 
b) 10 ,, Seifenlésung + 0,lcem Helpin. ...... 2 3.70 
e) ID x vi + 0,5 ,, i led NOna eel eel 3,54 
3. Saponin: 
a) 10ecem Seifenlésung + 0,1 cem 1° iger wasseriger Sa- 
IN Sg Se, we ig 9 Se sl ee 3.41 
b) 10. ., Seifenlésung + 0,lceem 10° iger wasseriger 
ee ee ee ee ee Oe 
ec) 10. ., Seifenlésung + 0,6cem 10° iger wiasseriger 
ee ee ee ae 3,07 


4. Calciumceh lorid: 


a) 10cem Seifenlésung + 0,02 ecem 2” iger CaCl,-L6sung « 3,46 
b) 10. ,, - + 0,1 2 CaCl,- _,, a= 3,26 
co} 10 io + 0,2 2 CaCl.-_ ,, a = 3,12 
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Ather: 
a) l0cem Seifenlésung 0.lcem Ather x 3.30 
b) 10... O.5 x 3.10 
on Oe: a 1.0 x 2.87 
8. Coffein: 
a) l0cem_ Seifenlésung 0O3cem 1°, iger wisseriger 
Coffeinlésung . Se x 3,27 
b) 10 ;, Seifenlésung 0.6cem 1° iger wiasseriger 
Coffeinlésung . % 3.15 
9%. Digitalis: 
a) 10cem Seifenlésung 0.3.cem Digipuratum (1 mg in 
leem). . ira we eee oe x 3.26 
b) 10... Seifenlésung 0,6cem Digipuratum x 3,13 
i ae 1.0 x 2.9] 
10. Strophantin: 
a) 10cem Seifenlésung + 0,2 cem Strophantin (0.5 mg in 
leem). a ee a % 3.18 
b) 10cem Seifenlésung + 0,5 cem Strophantin. % 3.13 
eo} 1 0% LO + 9 a = 2,95 
11. Chloralhydrat : 
a) 10 cem Seifenlésung 0.0L cem Chloralhydratlésung 
( 0.2 mg). a ee ae ee ee ee ee 3.16 
b) 10... Seifenlésung 0,1 cem Chloralhydratlésung 
( 2 mg). x 2.90 
12. Histamin: 
a) 10 cem Seifenlésung + 0,02 cem 0,2° iger Histamin- 
lésung (= 0,04 mg) : ee i are 3.37 
b) 10 ,, Seifenlésung 0.4cem 0,2°,iger Histamin- 
losung (| 0,8 mg) ts ke et ee ae 3.30 
e) 10. ,, Seifenlésung O.8ecem 0,2° iger Histamin- 
lésung ( 1.6 mg) x 3.08 
In Kontrollversuchen wurde festgestellt, daB Zusaitze bis zu 1 cem 
Wasser zu 10 cem Seifenlésung keine Anderung des Wertes « 3.36 be- 


wirkten. 
meist 


Grenzkonzentrationen, 


Die in den Versuchen mitgeteilten Zugaben zur Seifenlésung sind 


so daB bei den kleinsten angefiihrten Zu 


sitzen eben eine Anderung des x-Wertes der reinen Seifenlésung beobachtet 


wurde und daB héheren Konzentrationen als den héchsten 


meist eine Grenze durch die Haltbarkeit der Seifenlamelle 


mitgeteilten 
gesetzt wal 
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Zusammenfassung. 


1. Die Permeabilitét von Gelatine fiir Kochsalz wird durch Zusatz: 
von Coffein und Harnséure in kleinen Dosen erhéht, in groBen ver 


ringert. Harnstoff, Strophantin und vielleicht auch Digitalis und 
Saponin erhéhen die Permeabilitat. Eine ausgesprochene Verminderun, 
der Permeabilitét tritt ein durch Zusatze von Alkohol, Ather und 
Desoxycholsaure. 

2. Die Permeabilitét einer Seifenlamelle fiir Wasserstoff wird 
erhéht durch Zusaétze von Lecithin und Desoxycholsiure. Eine Ver- 
minderung der Permeabilitaét tritt ein durch Zusaétze von Strophantir 
Coffein, Digitalis, Ather, Alkohol, Chloralhydrat, Histamin, Chok 
sterin, Saponin und Calciumchlorid. Die drei letzteren Stoffe scheinen 
in minimalen Dosen eine kleine Erhéhung der Permeabilitat zu_be- 
wirken. 
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Uber Phosphathemmung der Nierenphosphatase. 
Von 
Erik Jacobsen. 
(Aus dem biochemischen Institut der Universitat Kopenhagen. ) 
(Eingegangen am 6, April 1932.) 


Mit 3 Abbildungen im Text. 


Es ist schon lange bekannt und von allen Untersuchern bestatigt. 
daB anorganisches Phosphat die Phosphatasewirkung stark hemrot. 
Die Frage ist noch nicht systematisch untersucht. Oft sind die Resultate 
der verschiedenen Untersucher einander widersprechend, und _ selbst 
iibereinstimmende Einzelbeobachtungen in der Literatur geben kein 
einheitliches Bild. Es soll dafiir keine vollstandige Literaturiiber- 
sicht gegeben werden: es sollen nur einige Hauptvertreter erwahnt 
werden, die als Typen der verschiedenen Auffassungen gelten miissen. 
Hommerberg' fand bei Nierenphosphatase keine Glycerophosphatspaltung, 
wenn eine mit der Substratlésung aquivalente Menge von sekundairem 
Na-Phosphat in die Reaktionsmischung eingefiihrt wurde. Dagegen 
fand Erdtmann? sogar bei betrachtlichen Konzentrationen von an- 
organischem Phosphat (m/10) keine auffallende Hemmung, wenn nur 
das Enzympraparat durch Zusatz von Magnesiumionen vollstindig 
aktiviert war; durch Alkoholfallung und Dialyse gereinigte Nieren- 
extrakte zeigten eine viel starkere Phosphathemmung.  Gleichzeitig 
beobachtete er, da®B der Spaltungsverlauf in magnesiumaktivierten 
Priparaten viel besser der monomolekularen Gleichung folgte. Er 
findet es danach wahrscheinlich, dafS Magnesiumenzym einen Komplex 
bildet, der eine kleinere Affinitat gegen anorganisches Phosphat als 
die magnesiumfreie Phosphatase hat. Bei Knochenphosphatase kon- 
statierten Martland und Robison*, daB die Phosphathemmung von den 
Substratkonzentrationen unabhangig ist, obwohl die letzteren recht 


! Zeitschr. f. physiol. Chem. 185, 123, 1929. 
* Ebendaselbst 177, 221, 1928. 
3 Biochem. J. 21, 665, 1929. 
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groB waren. Fir sehr hohe Konzentrationen von Substrat bzw. Spaltungs 
produkten zeigte Kay', daB die Mengenverhiltnisse bei Gegenwart 
von Nierenextrakt sich in ein Gleichgewicht einstellen, so daB de: 
Quotient Spaltungsprodukt : Glycerophosphat stets von den urspriing 
lichen Konzentrationen ganz unabhingig ist; tiberwiegt das Glycero 
phosphat, so sieht man eine Spaltung (Phosphatasewirkung), iiber 
wiegen die Spaltungsprodukte, so kommt eine Synthese (Phosphates: 
wirkung) zustande. Bei kleineren Konzentrationen von Substrat 
beobachtet man nicht diese Verhaltnisse; es gibt nur Spaltung, und 
unter keinen Umstainden bekommt man phosphatetische Wirkung 

Die genannten Untersucher haben sich nur fiir die Statik des 
Systems: Phosphat -+ Glycerin + Glycerophosphat + Phosphatase 
interessiert. Dagegen liegen keine Untersuchungen vor, welche den 


gegenseitigen EinfluB des anorganischen Phosphats und des Glycero 
phosphats auf die Kinetik der enzymatischen Spaltung des letzteren 


bestimmen. 

Es wurde nun hier eine solche Versuchsreihe tiber die Phosphat- 
hemmung der Nierenphosphatase gemacht mit besonderem Hinblick 
auf die folgenden Fragen: 

1. Ist die Phosphathemmung durch eine der Enzymsubstrat 
bindung analoge Enzymphosphatbindung verursacht, die die aktive 
Enzymmasse des ganzen Systems verkleinert ? 

2. Wenn dies der Fall ist, sollte sich berechnen lassen, ob die 
zahlenmaBigen Verhaltnisse sich durch einfache Umsetzungen er- 
kliren lassen. 

3. Endlich hat man versucht zu messen, in welchem Grade das 
gebildete anorganische Phosphat den Spaltungsverlauf des Glycero- 
phosphats durch Nierenphosphatase beeinfluBt. 

Da die Glycerinphosphorsaure starker als die Orthophosphorsaure 
ist, muB die Spaltung: 

Na-Glycerophosphat —> Na-Phosphat + Glycerin 
eine Alkalisierung des Systems geben; um diese durch Pufferlésungen zu 
beherrschen, wurde mit relativ kleinen Konzentrationen gearbeitet 

Einen MaBstab der Enzymwirkung hat man in der Spaltungs- 
geschwindigkeit, welche bei den angewandten Konzentrationen des 
Enzyms und des Substrats den aktiven Enzvmmengen streng linear folgt 

Es war leider nicht méglich, eine von Tag zu Tag ganz konstante 
Enzymwirkung zu erreichen; deshalb wurde an jedem Versuchstag eine 
Serie von drei bis sechs Ansaitzen gemacht. Die Resultate der Einzel- 
ansatze der Serie wurden verglichen, indem man die Wirkung in einer 


! Biochem. J. 20, 791, 1926. 
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eliebigen Probe = 100 setzte. Doppelansitze in derselben Serie gaben 
sehr gute Ubereinstimmung. 

Es wurden drei Typen von Serien angesetzt : a) konstante Phosphat- 
konzentration, variierte Substratkonzentration; b) variierte Phosphat- 
konzentration, konstante Substratkonzentration; c) gleichzeitig variierte 
Phosphat- und Substratkonzentrationen. 

Zuerst soll die Versuchstechnik beschrieben werden, danach sollen 
die Resultate tabellarisch und graphisch dargestellt und zuletzt einige 


theoretische Uberlegungen gegeben werden. 


Technisches, 

Enzymprdparat. Nierengewebe (Schwein) wird mit Wasser und Sand 
zerrieben; das zellfreie Zentrifugat wird zwei- bis dreimal mit dem doppelten 
Volumen 96° igen Alkohols ausgefallt und zuletzt in 0,4°,, NaHCO, auf- 
geschiittelt, wozu man ?/,, Volumen 10°,ige Magnesiumsulfatlésung gesetzt 
hat. da man mit vollstandig aktiviertem Praparat arbeiten wollte. Die 
Enzymlésungen waren alle recht wirksam und wenn auch nicht ganz, so 
doch im wesentlichen von anorganischem Phosphat befreit. Im folgenden 
bezeichnet Praparat A, B, C drei Praparate, die in den Versuchen verwendet 
wurden. A ist von zwei, B und C von einer Niere hergestellt. In einem 
Versuch wurde nicht das alkoholgefallte, sondern das rohe Praparat ( 
benutzt. ’ 

Substratlésung. Aus einer Stammlésung von glycerinphosphorsaurem 
Natrium ,,Merck*‘, die von anorganischem Phosphat ganz frei war, wurden 
die gewiinschten Substratkonzentrationen hergestellt. Der P-Gehalt der 
Stammlésung wurde haufig kontrolliert und stets als 1,195 + 0.0073 
gefunden. Mit diesem Mittelwert von acht Bestimmungen wurde gerechnet. 

Phosphatlésungen. Als Stammlésung diente eine m/15, sekundare 
Phosphatlésung nach Sérensen. 

Puffer. Nach Michaelis' wurde 1 Volumen m/10 diathylbarbitursaures 
Natrium + '/,) Volumen n/10 Salzséiure verwandt. Das erreichte py ist 
etwa 8.7 und nicht durch die zugesetzten Mengen von Glycerophosphat, 
Phosphat oder Enzymlésung beeinfluBt (kolorimetrisch gemessen). 

Die Versuche wurden in 50-cem-MeBflaschen angestellt. Zuerst wurden 
die gewiimschten Mengen von Substrat-Fhosphat auspipettiert und mit 
Wasser auf ein Totalvolumen von etwa 24cem gebracht. Gleichzeitig 
wurden die Pufferlésung und das Enzympraparat in dem Verhialtnis 15: | 
gemischt. Nachdem die Lésungen die Temperatur des Thermostaten an 
genommen hatten (39°C), wurden 25ccm der Enzympuffermischung in 
die MeBflaschen gebracht, worauf Wasser bis 50cem zugesetzt wurde. 
Wahrend der Versuchszeit rotierten alle Ansaitze um eine horizontale Achse, 
um eine homogene Suspension des Enzympraparats durch die ganze Zeit 
zu erreichen; denn bei ruhig stehenden Glasern sah man oft einen flockigen 
Proteinniederschlag. 

Die Phosphatbestimmung wurde kolorimetrisch nach Briggs * ausgefiihrt, 
indem man Proben von 5 mit 1 cem 10 °,iger Trichloressigséure enteiweiBte 
und die Bestimmung mit 5 bis 1 cem nach dem Phosphatgehalt des F iltrats 


1 J. of biol. Chem. 87, 33, 1930. 
2 Ebendaselbst 53, 13, 1922. 
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vornahm. Der Fehler der Bestimmung kann auf ctwa 1”, geschatzt werde: 

die Messung der Phosphatabspaltung bei héheren Konzentrationen vo) 
anorganischem Phosphat ist also mit recht groBen Fehlern behaftet. Wen 

man mit anndhernder Sicherheit den Spaltungsverlauf verfolgen will, dar 
die Anfangskonzentration des Phosphats nicht viel gr6Ber als die zwei- | 

dreimalige Substratkonzentration sein. 


Versuche, 


Zuerst wurde die Abhangigkeit der Spaltungsgeschwindigkeit von 
der aktiven Enzymmenge bestimmt. In samtliche Glaser wurden 
25 ccm Enzympuffermischung pipettiert, Glas Nr. 2 bis 6 in siedendes 
Wasser gestellt, um das Enzym zu inaktivieren. Nach Kiihlen wurden 
25 cem frische Enzymmischung zu Glas Nr. 2 gesetzt, durchmischt und 
von diesem Glas 25ccm in Glas Nr.3 gebracht usw. Als Kontrolle 
diente Glas Nr. 6, in das kein aktives Enzym gebracht wurde. Nachdem 
alles die Temperatur des Thermostaten angenommen hatte, wurden 
2cem Substratstammlésung und Wasser zu 50 cem zugefiigt. Die 
relativen Enzymmengen waren dann: 1, !/5, 1/4, '/g, 1/y¢, 0. Der urspriing- 
liche Gehalt an anorganischem Phosphat, Puffer usw. war derselbe in 
simtlichen Ansitzen. Die Resultate sind in der Tabelle I gegeben. 

4 ' 

: 


Tabelle 1. 





Relative Enzymmenge 
“- as 
0.0057 0.0056 0.0057 0,0057 0.0056 0,0057 
0.0251 0,0162 0,0111 — 
0.0323 “ 0,0240. 0.0160. | ™ 0.0117 


\ \ \ 
60 0.0420. | ¥ 0.03829. | *0,0222. | 0.0168. *0,0121 


120 0,0473 * 0.0432 *0,0317. | *0,0275. *0,0170 0,0056 


240) 0.0518 0.0499 0,0420 “0,0356 “0.0249 00,0058 
Glas I II Il IV V VI 


Die Zahlen geben mg P /cem als anorganisches Phosphat, Zeit in Minuten 


Man sieht, daB die Spaltung dieselbe ist, wenn man die halbe Menge 
Enzym in der doppelten Zeit verwendet: man kann also schlieBen 
daB die Spaltungsgeschwindigkeit den Enzymmengen proportional ist 

Vor den eigentlichen Versuchen mit variierten Phosphatkonzentra 
tionen wurden einige angestellt, die den EinfluB der Substratmeng: 
mit mdéglichst kleinen Ausgangswerten des anorganischen Phosphats 
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bestimmen. Zwar ist iiberall in der Literatur angegeben, dab die 
Spaltungsgeschwindigkeit von der Substratmenge unabhangig ist; da 
aber die Versuche teilweise mit sehr kleinen Konzentrationen durch 
gefiihrt wurden, auch mit kleineren, als in der Literatur (z. B. Martland 
und Robison!) angegeben ist, sind solche Vorversuche fiir Wirdigung 


der Ergebnisse notwendig. 


Tabe lle Il 
vibt ein Beispiel eines solchen Versuchs. Wie iiberall spater, ist: 
Ss Konzentration des Substrats in m/1000, 


P Konzentration des anorganischen Phosphats in m/ 1000, 
alle beide bei der Zeit Null gerechnet. 


t Spaltungszeit in Minuten, 
k Geschwindigkeitskonstante aus der Formel 
] a 
k — log 
t a—z 


Initialgeschwindigkeit, d.h. m/1000 in der ersten Minute gespalten. 


Datum: 5. Februar 1932. Praiparat A. P 0.08. 





S t mg Pjecm k vo 
8 gespalten ' 


7.71 0 0,0025 — 

15 0,0195 7,1 0,002 13 

30 0.0336 13,0 0,002 01 

45 0.0470 18.6 0,001 99 0.0376 

60 0,0585 23,4 0,091 93 0.0356 0,0337 
3.85 0 0,0025 — — 

15 0.0191 13,8 0.004 30 

30 0.0308 23.6 0,003 90 

45 0.0430 33.8 0,003 98 0.0377 

60 0.0532 42.3 0,003 98 0.0356 0.0343 
1,93 0 0,0025 _- — 

15 0.0166 23.6 0,007 79 

30 0,0272 414 0,007 73 

45 0.0349 54.3 0,007 35 0.0344 

60 0.0412 64.8 0.007 56 0.0335 0,0325 
0.97 0 0,0025 

15 0,0144 39,8 0,014 7 

30 0.0208 61,2 0,013 7 

45 0.0258 77,3 0.0143 0,0326 

60 0.0285 87.0 0.0148 0.0815 0,0301 
0.49 0 0.0025 a 

15 0.0111 57,7 0,024 9 0.0275 

30 0.0159 83.9 0.026 2 0.0282 

45 0.0170 97.3 

1c 











Kk. Jacobsen: 


vy ist aus den Geschwindigkeitskonstanten mittels einer fiinf 
stelligen Logarithmentafel berechnet. Die unterstrichene Zahl ist aus 
dem Mittelwert der Konstanten und die beigefiigten Zahlen sind aus 
dem héchsten bzw. niedrigsten Wert berechnet. 


Weitere Versuche mit konstanter, aber gréBerer Phosphatkonzentration 


und variierter Substratkonzentration : 


Tabelle Ill. 


Datum: 6. Februar 1932. Praparat A. P = 0,49. 





mg P ecm t gespalten 


0 0.0150 — 
15 0.9309 5.6 0,001 97 
0.0450 2.5 0,001 92 
45 0,0577 8 0.091 90 
0.0705 23, 0,001 89 0.0338 


0 0.0152 
15 0.0304 
0.0430 

45 0.9536 
0,9625 


| 


0.093 90 
0,003 85 
0,003 76 
0.003 66 0.0336 


G2 O22 tO 


So Se bo 
ot ee | 


0 0.0152 ~ — 
15 0,9283 0,007 12 
30 0.0380 0.007 00 
45 0.0458 0,006 94 
0,0518 0,006 84 0.0308 


0 0.0151 — 
15 0,0256 1 0.0125 

39 0.0319 55,7 0,011 8 

45 0.03875 2 0.0131 

60 0.0395 81.4 0,012 2 0.0273 
0 0.0151 — . 

L 0.0231 53,6 0,022 2 

3¢ 0,0268 76,3 0,019 7 

4! 0.0299 92.8 (0,023 8) 0.0229 


Ww to 
fm 
Com 


In den folgenden Versuchen wurde mit noch gréBeren Anfangs- 
werten von anorganischem Phosphat gearbeitet. 


Tabelle 1V. 


Datum: 6. Februar 1932. Praparat A. P = 0,76. 





mg P/eem 


ad 0 
gespalten 


0,0235 ~- 

0,0390 5! 0,001 95 

0.0529 23 0,001 93 

0,0650 Z 0,001 85 

0.0790 93: 0,001 91 0.0338 
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s t mg ? ecm guna " k 

3.85 0 0.0230 

15 0,0384 12.5 0,093 87 

30 0,0529 24.6 0.004 08 

45 0.0607 31.2 0.093 61 

60 0.0717 40,3 0.003 73 0.0335 
1,93 0 0.0232 

15 0,0370 22,3 0,007 31 

30 0.0462 37.8 0,097 51 

45 0.0538 50.8 0.006 78 0.0331 

60 0.0592 59.6 0,006 56 0.0312 0.0289 
0,97 0 0.0235 - 

15 0.0330 30.9 0.0107 

30 0.0388 50.5 0.0102 

45 0,0435 66,0 0.0104 

60 0.0461 75.3 0.010 1 0.0230 
0,49 0 0.0237 

15 0.0300 43.3 0.016 5 

30 0.0339 68,0 0,016 5 

45 0.0365 86.7 (0.019 5) O.OLSO 

Tabelle V. 
Datum: 8. Februar 1932. Praparat A. P 1,44. 
Ss t mg I m gespalten t 

7.71 ) 0.0445 

35 0.0715 11,3 0.001 48 

60 0.0855 17,1 0,001 36 

9) 0.104 24.9 0,901 38 

130 0,131 36,1 0,001 50 0.0253 
3,85 0 0.0448 

35 0.0685 20.9 0,002 77 

60 0.0822 31,4 0,002 73 

99 0.0961 43.1 0.002 71 

130 0.113 56.9 0.002 66 0.0240 
0.97 0 0.0440 0 — 

35 0.0553 35.6 0,005 46 

60 0.0620 57.7 0,006 23 

99 0.0668 73.1 0.006 34 

135 0.0697 83,5 0,096 02 0.0133 
0,49 0 0,0445 — 

35 0.0529 53.6 0.009 53 

60 0,0553 71,2 0,009 01 0.0100 

90 0.0578 86.6 0,099 70 0.0104 0.0107 





E. Jacobsen: 


Tabelle VI. 


Datum: 17. Februar 1932. 


Praparat A. 


3.41. 





mg P ccm 


0 0.106 
30 0,130 
60 0,152 

120 0,174 
240 0,216 

0 0,105 
30 0,125 
60 0.142 

120 0.156 
240) 0,175 


0 0,106 
30 0,119 
60 0.131 
120 0.136 
240 0,148 


Versuche mit konstanter Substratkonze 
Phosphatkonzentration. 


Tabelle VI. 


Datum: 16. Februar 


¢ gespalten 


0 
10,9 
19,2 
28,5 


21,7 
41,7 
50.0 
70.0 


1932. 


ntration 


0,001 67 
0,001 55 
0,001 16 
0.001 12 


0,003 10 
0,002 66 
0.002 00 
0.001 58 


0,002 97 
0,003 GO 
0,002 50 
0,091 38 


Praparat A. 


0.0295 


0.0274 


0.0132 
0.0172 


0.0144 


und variierter 





mg P,ccm 


0 0,203 
60 0,263 
120 0,303 
180 0,331 


0 0,110 
60 0,199 
120 0,246 
180 0,265 
0 0.060 
60 0,154 
120 0,198 
180 0,224 
0 0,008 
60 0.112 
120 0.158 
180 0,185 


Tabelle VIII. Datum: 18. Februar 


%/) gespalten 


1932. 


0.002 00 
0.001 96 
0,001 85 


0.002 96 
0,003 05 
0.002 51 


0,002 61 
0.903 11 
0.002 80 


0.004 13 
0.003 58 
0.003 59 


Praparat A. 


0.0355 


0.0501 


0.0641 


0.0730 








mg Pecem 


0,204 
0,228 
0,253 
0,267 
0,282 


gespalten 


) 
20,0 
40,1 
52.5 
65.0 


0,001 62 
0,001 85 
0.001 80 
0,001 90 


0.0157 
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P t mg Pcem ® >) gespalten k t 
3.44 0 0,111 0 ‘ 
60 0,146 29 2 0,002 50 
120 0,174 52,5 0,902 52 
180 0.188 64,2 0.002 48 
240 0,191 66,7 0,002 09 00211 
1.83 0 0,059 0 
60 0,110 42.5 0,004 00 0.0852 
120 0,138 65,8 0,003 76 
180 0,159 75.8 0.003 36 
249 0,158 $2.5 0,003 15 
1,15 0 0,036 0 
60 0,089 44,2 0,004 22 0.0872 
120 0.113 64.6 0,008 97 
18) 0,124 73.6 0,003 21 
240 0,128 77,1 0,002 67 
0.64 0 0,020 0 
60 0,081 505 0.005 09 0.0450 
120 0,108 69,1 0,064 25 
180 0,117 75.6 0,003 40 
240 0,120 $3.3 0,003 24 
0.21 0 0,008 0 - 
60 0.069 50.7 0.005 11 0.0451 
120 0,096 73.8 0,004 85 
180 0,107 82.5 0,004 20 
940 0.109 83.3 0,003 24 
Tabelle IX. Datum: 20. Februar 1932. Praparat A. 2,32 
P t mg P ecm gespalten k t 
4.45 0 0,141 0 
120 0.158 93.7 0,000 98 
180 0.163 30.6 0.000 88 
240 0.170 40.3 0.009 93 0.0050 
252 0 0.0782 0 
120 0,098 27.5 0,091 16 
180 0,106 37,9 0,001 15 
240 0,114 49.3 0.001 23 0.0063 
1,34 0) 0.0416 0 
60 0,0566 20,9 0.001 70 
120 0,0691 38,2 0,001 74 
180 0.0748 46.1 0,001 49 
240 0.0842 59,2 0.001 62 0.0087 
0.80 0 0,0248 0 
60 0.0436 25.9 0,002 17 O01 
120 0,0550 42.0 0,001 97 
189 0.0639 54,3 0,001 89 
249 0,0693 61,8 0,001 74 
0,25 0 0.0079 0 = 
60 0,0301 30.9 0,002 67 0.0148 
120 0,0440 50,2 0,002 52 
180 0.0534 63,3 0,002 42 
240 0,0584 70,2 0,002 19 
Puffer-Enzymmischung hier 30: 1! 
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Wie schon friiher erwahnt, sind die Resultate nicht direkt ve 
gleichbar, da die Enzymwirkung oft von Tag zu Tag bis 10°, schwankt« 
Wie die Tabellen aber zeigen, erreicht man innerhalb jeder Serie ein: 
recht gute Ubereinstimmung der Initialgeschwindigkeiten. In de: 
Tabelle X wurden nun die relativen Geschwindigkeiten der Einze| 
serien aufgestellt, der héchste Wert gleich 100 gesetzt. Wenn dix 
teaktionskonstante regelmaBig wabhrend des Versuchs abfallt, wurde dix 
Geschwindigkeit aus der Konstante des ersten Zeitintervalls berechnet 
Bei kleineren Werten von S beobachtet man nicht diesen Fall der 
Konstanten; hier wurde der durchschnittliche Wert benutzt. 


Tabelle X. 


Die relative Abhangigkeit der Initialgeschwindigkeit bei variierten Substrat 
mengen und konstantem Phosphatgehalt. (Aus den Tabellen IT bis VI. 





0,08 “ 0.49 4 0.76 ‘ 1,44 4 4.44 
100 100 100 
100 YY 9S 
94 2 93 
88 81 68 
77 68 53 


Tabelle XN]. 


Die relative Abhangigkeit der Initialgeschwindigkeit bei variierten Phosphat 
mengen und konstantem Substratgehalt. (Aus den Tabellen VII bis LX.) 





1,94 
1.83 
1.33 
0,30 
0,25 
0,21 . 100 





Die Resultate sind auf den Abb. | und 2 dargestellt. Man sieht 
hier, daB die Phosphathemmung eine relative ist, indem man, wenn 
kleinere Substratmengen vorhanden sind, mit derselben Phosphat- 
konzentration eine gréBere Hemmung beobachtet. 

Was den Spaltungsverlauf betrifft, so ist es eine Frage, wieweit 
er durch die Hemmung von seiten des abgespaltenen Phosphats im 


ganzen oder im wesentlichen bestimmt ist. Um dieses zu entscheiden, 
wurde der folgende Versuch angestellt. In zwei Ansatzen ist der Total- 
gehalt des gesamten Phosphats (Substrat + anorganisches Phosphat) 
derselbe, der eine hat jedoch kein anorganisches Phosphat, wahrend 
der andere gleiche Konzentrationen von Substrat und Phosphat enthalt 
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Die Spaltungskurven der beiden Ansitze sind graphisch dargestellt, 
indem die ,,Phosphatkurve™ parallel verschoben wurde. Als Ausgangs- 
punkt ist der Punkt benutzt, an dem der Phosphatgehalt des .,nicht 


l be 
> 





pwinnigae 


Lest 








Abb. 1. 











Abb. 2. 


Phosphatansatzes‘ derselbe wie der des ,,Phosphatansatzes™ ist. Gleich- 
zeitig wurde eine dritte Probe angesetzt, die auber anorganischem 
Phosphat auch Glycerin in einer diesem dquivalenten Menge enthalt. 

















Ors) | 


dZ *. Jacobsen: 


Die Tabelle XII und Abb. 3 geben das Resultat. Man sieht, dat 
die beiden Kurven sehr schén ineinander passen. 


Tabelle NII. 





‘ 7 ities Ohne Glycerin Mit Glveeri: 
s t mg P ecm mg P/cem 

7,71 0 0.090 3,85 0 0.119 0.120 

30 0,050 30 0,137 135 

60 0,087 60 0,158 0.156 

G0 0.117 Gf) 0.179 0.167 

120 0,134 120 O181 0,182 

150 0.155 — 











Phosohia} 








in 4 H 
(nit Phosphat) 


Abb. 3. 


Theoretische Uberlegungen. 

Nun ergibt sich die Frage, ob man einen mathematischen Ausdruck 
dieser Hemmung geben kann. Da die Grundlage der folgenden Uber 
legungen in jedem elementaren Lehrbuch der Enzymwirkung zu lesen 
ist, sollen die Berechnungen nur skizziert werden, unter Hinweis aut 
Oppenheimers Lehrbuch der Enzyme oder Hardens Enzymes. 


Es ist zu erwarten, daB das Enzym sich sowohl an das Substrat als 
an das anorganische Phosphat bindet!. Die Enzymsubstratbindung 


! Diese Bindung 1aBt sich als eine chemische Verbindung oder ein 
Adsorptionsphinomen auffassen. Auch wenn es sich um eine Adsorption 
handelt, lassen sich Ausdriicke, die mit den folgenden analog sind, herleiten 
(Fischgold u. Ammon, diese Zeitschr. 247, 338, 1932.) 
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zerfallt nun momentan in Enzym +- Phosphat + Glycerin. Die Enzym- 
phosphatbindung muB eine reversible sein. In dem Svstem gehen also 
lie folgenden Umsetzungen vor: 


Enzym + Substrat > Enzymsubstrat 
+ Enzym - Phosphat + Glycerin 
und 
Enzym + Phosphat @ Enzym-Phosphat. 


Ist gar kein Phosphat da, so hat man die Michaelis sche Gleichung 

(Michaelis und Menten!): 

’ S 

%”M = C; - “ - ’ 
S+ K,, 
wo S wie gewéhnlich die Substratkonzentration, C eine von der Enyzm- 
menge abhiaingige Konstante, A,, die Cleichgewichtskonstante von 
Enzym-Substrat und v) die initiale Geschwindigkeit darstellen. 


0 


Wenn auch Phosphat anwesend ist, bekommt man durch analoge 
Uberlegungen den Ausdruck : 


‘ ae 
K, = ; 
, an) 
v-+ K,)(< 1) 
> 
P ist die Phosphatkonzentration, K,, die Gleichgewichts' istante det 
Enzym-Phosphatbindun; md ¢’ und v, die Geschw  .igkeit der 


Spaltung mit bzw. ohn osphat. 
Aus den beiden Gleichungen bekommt man eine neue : 
S 
Kk 
rs 4 P Ls = | a 
K, 
Durch Integration dieser Gleichung sieht man, da der mono- 
molekulare Verlauf nur méglich ist, wenn K,, = A,,. Da nun die Spaltung 
tatsichlich der monomolekularen Gleichung folgt, wenigstens fiir 
kleinere Werte von S, so ist zu priifen, ob die beobachteten Werte 
mit den theoretischen aus der Gleichung: 
S 
iibereinstimmen. 
Dazu braucht man eine genaue Bestimmung der Konstanten K,,,, 
was jedoch schwierig ist, da man nicht mit hinreichend kleinen 


! Diese Zeitschr. 49, 333, 1913. 
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3 E. Jacobsen: 


Substratmengen arbeiten kann. Sie kann jedoch annahernd = 0),)\) 
(wenn S und P in m/1000 gegeben sind) gesetzt werden. Die relative; 
Werte von vy, aus der Formel ausgerechnet, sind mit den entsprechende; 
aus Tabelle X (erste Kolonne) zusammengestellt : 





v, ber. vf ber. 

5 v, obs. (Ky, = 0,10) (Ay, = 0,05) 
7,71 100 100 100 
3,85 100 98 99 
1,93 44 95 96 
0.97 8S 86 90 
0,49 77 76 Sl 


Die Werte in einigen Parallelversuchen sind: 





a (Priparat A) (Priparat B) (Prisparat ( 
771 100 100 109 
3.85 44 107 95 
1,93 98 96 95 
0.97 G0 QA 
0.49 75 83 66 


Mit der benutzten Technik erreicht man kaum einen besseren 
Wert des K,, als etwa 0,10 (oder vielleicht auch noch kleinere). In 
den hier vorgelegten Versuchen sind jedoch S und P so hoch, daB AK 
nur die Rolle einer kleinen Korrektion spielen kann: eine Anderung 
der Konstanten bis 100°, kann keinen wesentlichen EinfluB auf die 
hier gegebenen Zahlen haben. 

Kine einfache Durchrechnung zeigt nun, daB, obwohl die genannt« 
Formel mit den Tabellen VII bis IX in einer recht guten Uberein- 
stimmung ist, dieses gar nicht fiir die Werte der Tabellen IT bis VI gilt 
die Fehler sind nicht allein groB, sondern auch systematisch, indem 
kleinere Werte des Substrats wachsende Werte der Fehler geben. Z. B 





“ P (aus der Forme) (beobachtet) 
7.71 0.76 100 100 
3.85 0,76 9] YS 
1.93 0.76 78 93 
0 97 0.76 5S 68 


0,49 0,76 4] 53 
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is scheint, als ob die relative Affinitét Substrat-Enzym hier mit 
kleineren Substratkonzentrationen steigend ist. 


Es ist wohl méglich, daB diese sonderbare Erscheinung sich durch 
\dsorptionsphinomene erkliren laBt. Man kann jedoch eine andere 
Hypothese aufstellen, die ziemlich zwanglos den scheinbaren Wider- 
spruch in den Versuchsergebnissen erklirt. 


Man setzt voraus, dafB das Enzym zwei Bindungen hat, an die das 
inorganische Phosphat sich kniipfen kann. Die eine Bindung ist die- 
selbe, an die das Substrat in der hypothetischen Enzym-Substrat- 
hindung gekniipft ist; ist dieser Platz hesetzt, so ist das Enzymmolekiil 
unwirksam. Die Verteilung der Enzym-Substrat- und Enzym-Phosphat- 
molekiile hangt von den relativen Konzentrationen des Phosphats 
und des Substrats ab: oder mit anderen Worten, die Spaltungs- 
geschwindigkeit folgt der friiher aufgestellten Gleichung (1). Wenn 
das Phosphat sich mit der anderen Enzymbindung verbindet, bekommt 
man ein Enzymphosphat, das auch unwirksam ist. Dieses Enzym- 
phosphat ist von dem oben genannten dadurch verschieden, daB das 
Phosphat hier nicht mit Substrat substituiert werden kann. Die Kon- 
zentration dieser Verbindung (und damit auch der Hemmungsgrad) 
ist nur von der absoluten Phosphatmenge bestimmt und von der Substrat- 
konzentration unabhangig. 

Ist die Gleichgewichtskonstante dieses Enzym-Phosphats Ky. 
die Spaltungsgeschwindigkeit ohne Hemmung ¢’ und die mit Hem- 
mung %), ist diese durch die Formel: 


bestimmt. Wie erwahnt, ist auch v’ von der Phosphat- zusammen mit 
der Substratkonzentration abhaingig. Diese Abhangigkeit ist durch die 
oben gegebene Formel (1) bestimmt. Fingesetzt ergibt sich also der 
Ausdruck : 


S 
— j / 
/ \ > 
io. P —— + Ky {(14 
\ hk, i! Ss K,, 
Wenn man K,,/K, = 0,5 und Kk, 10 setzt, gibt diese Formel 


eine recht gute Ubereinstimmung mit den relativen Spaltungs- 
geschwindigkeiten der Versuche. Die folgende Vabelle zeigt die be- 
rechneten Werte aus den Substrat- und Phosphatkonzentrationen der 
Tabellen X und XI neben den beobachteten Geschwindigkeiten in 


Klammern: 








KE. Jacobsen: 





P = 0,49 P = 0,76 P=1,4 P= 3,44 


100 (100) 100 (100) 100 (100) 100 (100) 
97 (99) 95 (98) 91 (95) 85 (92) 
90 (92) 84 (93) — 63 (58) 
77 (81) 71 (68) 60 (53) 
61 (68) 54 (53) 41 (41) 





S = 3,85 


0,21 — 100 (100) 


0,25 - 100 (100) 
0.30 100 (100) Pe 
1.33 . - 70 (62) 
1,83 62 (77) _ 
1,94 

2,52 50 (48) 
3,4 — 53 (47) 

3,55 62 (68) 

4,45 36 (35) 
6.35 


6,54 42 (47) 


Man sieht hier, daB die Differenzen nicht systematisch sind. Es 
muB hervorgehoben werden, daB die Werte der Konstanten nicht 
exakt gegeben sind. Die Forme! ist nur als Modell aufgestellt, um zu 
zeigen, daB die Resultate durch die erwihnte Hypothese sich erklaren 
lassen. 

Es ist auch méglich, ein paar Kontrollversuche anzustellen, dir 
diese Hypothese auBerst wahrscheinlich machen. 

: 1. Mit sehr groBen Substratkonzentrationen ist die Phosphat- 
hemmung von diesen relativ unabhangig. 

Ein solcher Versuch ist in der folgenden Tabelle gegeben: 





t=0 t = 30 t = 60 


mg P cem mg P.eem mg Pecm 


Ansatz1: S 25.0. 
0.0066 0,0417 0,0620 
0,0463 0,0770 0,0936 
0,0851 0,110 0,132 
Ansatz 2: S 5. 
0.0966 0,0422 0.9690 
0,0457 0,0737 0,0980 
0.0860 0,108 0,129 Falle 
zu be 
Dieser Versuch ist mit Glykokollpuffer pu 9.3 ausgefiihrt. ist. 
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Die Ergebnisse stimmen nicht ganz mit A, 10; man bedenke 
edoch, daB dieser Versuch bei einer anderen Reaktion ausgefiihrt ist 
ind es wahrscheinlich ist, daB K,, sich mit der Reaktion aindert. Jeden- 
ills ist die Hemmung hier béinahe von den Substratkonzentrationen 


inabhangig, was auch zu erwarten war. 

2. Wenn man S = P setzt und die Konzentration andert, mub 
man, Was aus der Formel hervorgeht, mit ciner bestimmten Konzentra- 
tion ein Maximum von v bekommen: sowohl geringere als hGhere Kon- 
zentrationen sollen kleinere Geschwindigkeiten geben: 





mg P ccm gespalten 


0,126 

0,132 i 0.000 86 0.0077 
0.138 0,000 86 0.0077 
0,152 21.6 0.001 09 0.0096 


0.0645 0 

0,0723 14, 0,002 65 0,0117 
0,0808 27, 0,002 61 0,0115 
0.0907 43, 0,002 58 0.0114 


0 0.0348 0 
0.0429 27,2 0,005 32 0.0118 
54 0,0489 47, 0,005 11 0,0113 
97 0,0552 68.7 0,004 86 0.0108 


0 0.0198 0 
26 0.9258 40.2 0,008 58 0.0095 
54 0.0298 66.4 0,009 76 0,0097 
97 0.0332 84.9 (9.009 88) (0.0136) 


Die relativen Werte der Geschwindigkeiten sind im folgenden mit 
den berechneten zusammengestellt: 





’ vy 
(berechnet) (gefunden) 
3,85 85 70 
1,93 104 100 


0,97 100 100 
0,49 YS 82 


Auch hier stimmen die berechneten Werte mit den beobachteten 
nicht ganz iiberein. Die benutzten Konstanten sind doch wohl nicht 
richtig. Man sieht jedoch deutlich ein Maximum fiir S = P — etwa 1 bis2. 


Bemerkungen. 


Wenn die Reaktionskonstante der molekularen Gleichung in so vielen 
Fallen konstant ist, muB dies auf einem Zufall beruhen. Es ist interessant 
zu beobachten, daB die Konstante bei sehr kleinen Werten von S steigend 
ist. Diese Steigung ist in mehreren Versuchen durchgehend; und obwohl 








38 Kk. Jacobsen: Phosphathemmung der Nierenphosphatase. 


man nicht darauf Gewicht gelegt hatte, weil diese innerhalb der Versuc!} 
fehler liegt, zeigt doch die gegebene Formel und die dazu gehérige Konstant 
daB diese Steigung eine reelle sein muB. 

Kine andere Frage ist, ob es zulassig ist, die initiale Geschwindigke i: 
durch die molekulare Konstante zu berechnen. Dazu ist zu sagen, d 
man keine bessere hat. Man kann jedoch die Spaltungsformel integrier 
und aus dem verwickelten Ausdruck eine Art Spaltungsgleichun, 
bekommen. Es lohnt sich aber kaum. Die Werte K,,, K,, und K,, sind 
alle mit grober Anniherung gesetzt, und die Analysenmethode ist 
nicht exakt genug, um die Konstanten genauer zu berechnen. Da 
endlich die monomolekulare Spaltungskonstante meistenteils auc! 
waihrend der Spaltung recht konstant ist, ist der gemachte Fehle: 
kaum sehr grob. 

Zusammenfassung. 

Es wurde die Spaltungsgeschwindigkeit und ihre Abhangigkeit 
von Substrat und anorganischem Phosphat in dem System Glycero 
phosphat — Nierenphosphatase—-Phosphat bestimmt. Der Spaltungs 
verlauf ist hauptsachlich durch die Hemmung von seiten des abgespa! 
tenen Phosphats bestimmt. Diese ist zu erkliren als die Resultant: 


zweier Komponenten: 1. eine absolute Hemmung, die von den Kon 


zentrationen des Substrats unabhangig ist, und 2. eine relative, dic 
von dem Verhialtnis Substrat/anorganisches Phosphat abhangig ist 
Bei gewissen Konzentrationen folgte die Spaltung der monomolekularen 
Gleichung, dies ist jedoch als ein Zufall anzusehen. 





Zur Theorie der Blutgerinnung. 
Von 
Satva Prakash. 
Aus dem chemischen Institut der Universitat von Allahabad (Indien)|. 


(Eingegangen am 9. Februar 1952.) 


Die klassischen Theorien von Schmidt'!, Wooldridge?, Halliburton, 
Morawitz*, Howell® u. a. zur Erklarung des Mechanismus der Blut- 
gerinnung hatten zur Voraussetzung die Existenz und Funktion von 
Thrombin, Antithrombin, Prothrombin, Leuco- und Hepatothrombin, 
Thrombokinase, Thromboplastin und verschiedenen anderen hypotheti- 


schen Substanzen. 


Als Hauptvorgang bei der Blutgerinnung betrachtete man die Um- 
wandlung eines léslichen Stoffes, des Fibrinogens, in eine unlésliche Masse, 
das Fibrin, unter der Wirkung eines Enzyms, des Thrombins. Die Unter- 
scheidung zwischen léslicher und unldéslicher Phase und dem Mittel, das 
die Umwandlung der ersteren in die letztere bewirkt, wurde als un- 
vermeidlich angesehen, weil das Wesen der Koagulation damals noch nicht 
so weit erforscht war. Jetzt weiB man, daB Fibrin und Fibrinogen keine 
verschiedenen Stoffe sind, daB vielmehr der eine das Koagulat und de1 
andere dessen disperse Phase ist. Die Umwandlung der dispersen Phase 
in das Koagulat wird durch dieselben Krafte bewirkt, die die Koagulation 
verschiedener anorganischer und organischer Kolloide verursachen. 


In friiheren Veréftentlichungen aus diesem Institut’ versuchten 
wir, den Mechanismus der Gelbildung anorganischer Stoffe® aufzuklaren ; 
die hierbei gewonnenen Erkenntnisse haben wir auch zur Erklarung 
der Blutgerinnung und Gallertbildung des Serums angewandt’. Die 


! 4A. Schmidt, Pfliigers Arch. 6, 413, 491, 1873; 11, 515, 1876. 

2 L.C. Wooldridge, Proc. Roy. Soc. 36, 417, 1885; 38, 69, 260, 1885. 

3 W. D. Halliburton, ebendaselbst 44, 255, 1888. 

' H. Morawitz, Beitr. Chem. Physiol. Pathol. 4, 381, 1903; 5, 133, 1904. 

5 W. H. Howell, Amer. J. Physiol. 26, 453, 1910. 

8 S. Prakash u. N. R. Dhar, J. Indian Chem. Soc. 6, 391, 1929; 7, 417, 
1930; S. Prakash, J. Soc. Chem. Ind. L 41, 387, 1931: Zeitschr. f. anorg. 
Chem. 201, 301, 1931. 

7 N. R. Dhar u. S. Prakash, J. of physical. Chem. 33, 459, 1929; 39, 
629. 1931: J. Indian Chem. Soc. 7, 723, 1930. 
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Blutgerinnung wurde vom kolloidchemischen Standpunkte aus zuerst 
von Hekma' untersucht, der das Fibrinogen als ein Alkalihydroso| 
des Fibrins betrachtete, die Gerinnung sollte durch die Entfernung 
von Hydroxylionen zustande kommen. Howell? behauptete, dais 


Fibrinogensol je nach der Reaktion des Mediums eine positive ode: 
negative elektrische Ladung triige. Er beobachtete beim Fibringe| 
eine netz- oder schwammartige Struktur. Die weitgehende Ahnlichkeit 


zwischen Vanadiumpentoxyd und Fibrin im Sol- und Gelzustand wurde 
zuerst von Wiegner, Magasanik und Gessner® hervorgehoben. In letzte: 
Zeit haben Stuber und Mitarbeiter? die Blutgerinnung vom kolloid- 
chemischen Standpunkt aus eingehend studiert. 


In friiheren Mitteilungen haben wir betont, daB Blutgerinnung 
und Gelbildung wesensgleiche Prozesse sind. Wenn ein anorganisches 
Sol in den Gelzustand iibergefiihrt wird, nimmt das feste Gel denselben 
Raum ein wie das Sol, auch wird diese Sol-Gelumwandlung von keiner 
merklichen Temperaturinderung begleitet. Die zahlreichen anorgani- 
schen Gele, welche wir bereiten konnten, sind teils durchsichtig, wie 
Thoriumphosphat, Thoriummolybdat, Eisenborat, -arsenat und 
-phosphat, Mangan- und Zinkarsenat, Vanadin- und Kieselséure usw.. 
teils undurchsichtig, wie Eisenmolybdat und -wolframat, Zinnarsenat 
und -phosphat und einige Oxydpraparate von Eisen, Chrom und Zinn. 
Wir haben festgestellt, daB man ein und dasselbe Gel von verschiedener 
Durchsichtigkeit erhalten kann, je nach den Bedingungen bei cer 
Herstellung. 


Wir untersuchten bei diesen anorganischen Gelen auch die Er- 
scheinung der Synarese und erhielten interessante Ergebnisse betrefts 
des Einflusses der Elektrolytkonzentration, der Zeit und der Temperatur 
auf die Synarese dieser Gele. Diese Ergebnisse gewinnen an Interesse, 
wenn man sie zur Erklarung der Synarese des Blutkuchens und der 
Trennung des Quarks von den Molken heranzieht. Auf Grund dieser 
Tatsachen erscheint es notwendig, unsere alten Ansichten tiber das 
Verhalten des Blutes nachzupriifen. 


Das Blut wird heute als negativ geladenes Fibrinsol angesehen, 
das durch verschiedene Schutzstoffe und die Adsorption von Hydroxy|- 
ionen und anderen negativ geladenen Ionen in Suspension gehalten 
wird. Wir haben bei zahlreichen biochemischen Kolloiden beobachtet. 
daB sie eine starke Neigung besitzen, gleichgeladene Ionen zu adsorbieren. 


1 E. Hekma, Proc. K. Akad. Wetensch. Amsterdam 16, 172, 1913. 

2 W.H. Howell, Amer. J. Physiol. 40, 526, 1916. 

3G. Wiegner, J. Magasanik u. H. Gessner, Kolloidzeitschr. 30, 145, 1922. 
1 B. Stuber u. Mitarbeiter, diese Zeitschr. 184, 239, 250, 260. 1922; 140. 
1923; 150, 542, 1924; 1455, 477, 1925. 
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Venn man Blut in einem GlasgefiB auffingt, gerinnt es spontan; 
fangt man es aber in Lésungen vom Natriumoxalat, -citrat, -fluorid, 
Magnesiumsulfat oder in Natronlauge auf, so ist die Blutgerinnung 
-tark verzégert, und bei geeigneten Konzentrationen wird sie sogar 
ollkommen verhindert. Diese Art der Stabilisierung wurde von uns 
auch bei anorganischen Solen festgestellt. Z. B. hat ein positiv ge- 
ladenes Ferriarsenatsol das Bestreben, aus einem léslichen Ferrisalz 
einer einbasischen Séure Ferrionen zu adsorbieren, wie auch andere 
positiv geladene Ionen aus mehrwertigen Metallsalzen. Das Sol adsor- 
biert auch stark Wasserstoffionen aus Saéuren. Deshalb wird das Sol 


. ‘. + " — 
in Gegenwart eines Uberschusses an solchen Ionen so weit stabilisiert, 


daB es nicht koaguliert, oder nur schwer koaguliert bei Zusatz von 
Elektrolyten wie Natriumchlorid. 

Das Verhalten von negativ geladeuem Ferri-arsenat oder -phosphat- 
sol zeigt noch mehr Ahnlichkeit mit dem des Blutes. Negativ geladene 
Sole dieses Stoffes erhalt man, wenn man gefiilltes Ferriarsenat mit 
Alkali oder einem UberschuB von Arsenat in Gegenwart von Glycerin 
peptisiert. Das Sol wird stabilisiert durch Adsorption von negativ 
veladenen lonen. Wenn man dem Sol ferner geringe Mengen Natrium- 
oxalat oder auch Natriumcitrat oder Alkali zusetzt, wird es noch 
stabiler. Wir haben auch festgestellt, daB ein solches stabilisiertes Sol 
nach dem Zusatz einer geringen Menge Calcium- oder Bariumcehlorid 
leichter koaguliert. Beim Blut hat man beobachtet, daB die Gerinnung 
von Citrat- oder Oxalatplasma nach Zusatz von Calciumchlorid normal 
verlauft. Die Abscheidung von Fibrinogen aus Citratplasma tritt durch 
Salze einwertiger positiver lonen, wie Natriumchlorid, nur bei Sattigung 
mit dem Salz ein. Dasselbe ist der Fall bei negativ geladenen Ferri- 
arsenatsolen. 

Da normales Blut Calcium enthalt, schrieb man friiher den stabili- 
sierenden EinfluB von Oxalat, Fluorid oder Citrat der Entfernung von 
Caleiumionen zu, indem unlésliche oder gering dissoziierte Calciumsalze 
entstehen. Auf Grund unserer Experimente iiber die Synarese des Blutes 
haben wir gezeigt, daB Blut ebenfalls in Gegenwart von Calciumehlorid 
stabilisiert wird, und zwar wegen seiner besonderen Neigung, Chlor- 
ionen zu adsorbieren. In diesem Zusammenhang sei die Meinung von 
Mc Donagh' angefiihrt: ,,Die Existenz thrombeplastischer Stoffe ist 
zweifelhaft, und nach meiner Meinung gibt es keine solchen Substanzen 
als Fermente. Es liegt kein Grund vor, daB es einen Stoff gibt wie 
Thrombin. Wenn dies der Fall ist, dann braucht man nicht die vor- 
geschlagene Existenz des geheimnisvollen Kérpers Antithrombin. 
Blut mag in lebenden GefaBen gerinnen, und es mag dies tun unter 


1 M.C.Donagh, The Nature of Disease 1, 243, 1924. 
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dem Einflu®B geeigneter Leiter (Elektrolyte). Die logische Folge davo; 
ist, daB selbst die Gegenwart von Calcium nicht notwendig ist.‘ Dies: 
Bemerkungen sind sehr interessant, weil sie bei der Erklarung de: 
Blutgerinnung die Annahme von Fermenten oder die Mitwirkung vor 
Calcium tberfliissig machen. 

Um die spontane Gerinnung des Blutes aufzukléren, haben wi: 
einige Versuche iiber die spontane Gelbildung verschiedener anorgani 
scher Stoffe gemacht. Unter spontaner Gelbildung verstehen wir di: 
Umwandlung eines Sols in den Gelzustand unter dem EinfluB de: 
Zeit ohne Anwendung von koagulierenden Elektrolyten. Das Altern 
von Solen ist von Dhar! und Mitarbeitern untersucht worden. 


Es wurde hierbei festgestellt, daB Aktivitét, Adsorptionskraft, 
Stabilitat und Viskositét von hydrophoben Kolloiden mit der Zeit 
abnehmen, wahrend bei hydrophilen Kolloiden der Betrag der Hydrati- 
sierung und Viskositat bis zu einem Grenzwert zunimmt. Ich habe 


nun festgestellt, daB bei sehr reinen hydrophilen Kolloiden die Viskositat 
zunimmt, und zwar wahrend des Alterns so stark, da man schlieBlich 
ein Gel erhalt und weiterhin wahrend des Alterns das Gel sich zusammen- 
zieht und Synirese erleidet. Die unten gegebenen Resultate sind in 
diesem Zusammenhang von Interesse. 


1. Ferriphosphaisol. Eine Mischung von 75ccem 0,929 mol. Ferri 
chlorid mit 6,8g Kaliumphosphat wurde auf 1 Liter aufgefiillt und 
8 Tage dialysiert. Sie erstarrte von selbst zu einem Gel wahrend 
viertagigem Stehen in einem Kolben aus Jenaer Glas. Nach 8 Monaten 
zeigte das Gel leichte Synarese, und 4 ccm = synaresierter F liissigkeit 
waren ausgepreBt. Die Synarese wahrend des genannten Zeitraums be 
trug also 5,3°,. 

2. Ferriwolframatsol. 75cem 0,929 mol. Ferrichlorid wurden mit 
16.5 g Na-Wolframat (Na,Wo,. 2 H,O) unter starkem Schiitteln und leichtem 
Erwirmen vermischt, dann wurde auf | Liter aufgefiillt. 235cem des 
erhaltenen Sols wurden zuniachst 6 Tage lang dialysiert und dann 
in einem Kolben aus Jenaer Glas aufbewahrt. Das Sol erstarrte im 
Verlauf von 25 Tagen zu einem opaleszierenden Gel; es schied wahrend 
7 Monaten 56 ccm = synaresierter Fliissigkeit aus. Die Syniarese be 
trug also gegen 24°,. Die Konzentration des Sols war 21,68g Ferri 
wolframat im Liter. 

3. Zinnboratsol, das 66,4 g SnO, im Liter enthielt, wurde bereitet durch 
Vermischen von 1,5 mol. Stannichlorid im Uberschu8 mit gesattigte: 
Boraxlésung und dann 24 Stunden dialysiert. 15°, synaresierter Fliissig 
keit wurden wahrend 3 Monaten ausgeschieden. 

4. Cerboratsol wurde hergestellt durch Vermischen von 100 ccm 
10°,igem Cerammoniumnitrat mit 35cem 15° ,iger Boraxlésung, dann 
wurde die Mischung 24 Stunden dialysiert. Das Sol erstarrte wahrend 


' N. R. Dhar u. Mitarbeiter, Zeitschr. f. anorg. Chem. 162, 237, 164; 
63, 1927; Kolloidzeitschr. 42, 120, 1927; J. of physical. Chem. 34, 549, 1930 
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/4stiindigem Stehen in einem Kolben aus Jenaer Glas spontan zu einem 
durchsichtigen Gel. 

5. Zirkonmolybdatsol, das durch Vermischen von Zirkonnitrat mit 
Kaliummolybdat bereitet war, wurde 4 Tage dialysiert und dann in einem 
Kolben aus Jenaer Glas aufbewahrt. Die Konzentration des Sols wat 
$5,2g Zirkonmolybdat im Liter. Es erstarrte im Verlauf von 1 Monat 
zu einem Gel. Es zeigte sogar in | Jahr keine Synarese, doch wurde es 
wahrend dieser Zeit leicht opaleszierend. 

6. Chromarsenatsol wurde hergestellt durch Vermischen von | Volumteil 
18°. iger Kaliumarsenatl6sung mit 3 Volumteilen m2 Chromcehloridlésung 
und darauffolgende fiinftaégige Dialyse. Das Sol enthielt 35g Cr,O, im 
Liter; es erstarrte von selbst zu einem Gel wahrend | Monats und zeigte 
keine merkliche Synarese waihrend der nachsten 6 Monate. 

Hieraus laBt sich ersehen, daB eine weitgehende Ahnlichkeit besteht 
zwischen der spontanen Gerinnung des Blutes zu einem festen Klumpen 
und der Erstarrung anorganischer Sole zu Gelen. Bei der normalen 
Blutgerinnung verliuft der ProzeB sehr schnell, bei anorganischen 
Solen dagegen verhailtnismaBig langsam. Solche Unterschiede finden 
wir stets bei Experimenten in vivo und in vitro bei allen wohlbekannten 


biochemischen Prozessen. Jedoch ist in Gegenwart verschiedene! 
Elektrolyte, aus denen das Blut die gleichgeladenen Ionen adsorbiert, 
die Blutgerinnung merklich verzégert. Bei den oben angefiihrten an- 
organischen Solen ist die Gerinnungszeit merklich verkiirzt, sowie 


der Betrag der Synarese erhéht, wenn sie mit solchen Elektrolyten 
gemischt werden, aus denen entgegengesetzt geladene Ionen adsorbiert 
werden. 

Abgesehen von anderen Bedingungen hangt die Gerinnungszeit 
von klumpen- oder gelbildenden Stoffen in hohem Grade ab von der 
Elektrolytkonzentration im Sol, sowie von der Vorzugsneigung des 
Sols, gleich oder entgegengesetzt geladene Ionen zu adsorbieren. Der 
im folgenden geschilderte EinfluB der Elektrolytkonzentration gilt 
fiir alle gelbildenden Stoffe organischer wie anorganischer ‘Art. 

A. Bei Erhéhung der Konzentration von Elektrolyten, aus denen 
die gleichgeladenen lonen vorzugsweise adsorbiert werden,  tritt 
folgendes ein: 

1. Bis zu einer gewissen Grenze kein merklicher EinfluB auf 
Gerinnungszeit des Gels und auf die Synarese des Gels. 

2. Bis zur zweiten Grenze allmahliche Vergr6Berung der Ge- 
rinnungszeit und allmahliche Abnahme der Synirese. 

3. Bis zur dritten Grenze starke Verlangerung der Gerinnungs- 
zeit und vollkommenes Ausbleiben der Syniarese. 

4. Oberhalb dieser Grenze das Gel gerinnt tiberhaupt nicht, 
sondern bleibt dauernd fliissig. 
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Bb. Bei Erhéhung der Konzentration von Elektrolyten, aus denen 
die entgegengesetzt geladenen lonen vorzugsweise adsorbiert werden 
ist das Verhalten vollkommen umgekehrt, und zwar wie folgt: 

1. Bis zu einer gewissen Grenze keine Gelbildung; das So! 
bleibt fliissig. 


2. Bis zur zweiten Grenze — die Gerinnungszeit nimmt allmablich 
ab, und man erhalt stabile Gele ohne merkliche Synirese. 


3. Zwischen der zweiten und dritten Grenze — die Gerinnungszeit 
ist bedeutend verkiirzt, und man erhalt Gele mit Synarese. Die Grobe 
der Synarese nimmt mit Erhéhung der Konzentration des koagulierenden 
Elektrolyten zu. 


4. Uber die dritte Grenze hinaus — keine Gelbildung, man erhiilt 
vielmehr eine gelatinése Fallung. 

Das Blut ist ein negativ geladenes Sol. Gleich anderen physiologi- 
schen Kolloiden besitzt es eine starke Tendenz, negativ geladene Ionen 
aus neutralen Salzen und Alkalien zu adsorbieren. Wenn hierbei die 
Elektrolytkonzentration erhéht wird, erhalt man dieselben Stufen wie 
unter A. Die folgenden Tabellen zeigen den Einflu8 von Natriumcitrat 
und Natriumhydroxyd auf die Synirese des Blutes. 230 ecm Ziegenblut 
wurden in 250-cem-Kolben aufgefangen, die verschiedene Mengen 
Standardlésung von Elektrolyten enthielten. Das Gesamtvolumen 
wurde stets auf 250 ccm gebracht durch Zusatz der berechneten Wasser- 
menge zu den Elektrolytlésungen vor dem Auffangen des Blutes. Ein 
Leerversuch wurde angestellt mit 230 ccm desselben Blutes und 20 cem 
Wasser. Die Menge der syniresierten Fliissigkeit wurde zu verschiedenen 
Zeiten gemessen. 


Tabelle J. 


EinfluB von Natriumcitrat auf die Synirese. Konzentration des 
Na-Citrats n. 





Zeit Grife der Synirese 


Natriumcitrat : 2 cem 4ccm 6 ecm 
30 Min. 26cem 31 ccm halb geronnen nicht geronnen 
1 Std. —_ 62 , . ‘ 
1 Std. 30 Min. 86 70 ‘ * 
. , = s 109 , 94 ri ul 
Dt wei 120 113 eben geronnen 
———— a mi. 116 0 “i m 
14 Std. -- - 10 cem loser Klumpen 


Aus diesen Ergebnissen ersieht man, daB infolge der Adsorption 
von Citrat- und Hydroxylionen durch das Blut die Synarese bei Er- 
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Tabelle 11. 


Einflu8 von Natriumhydroxyd auf die Synérese. Konzentration 
des Na-Hydroxyds = 2,47 n. 





Zeit Gribe der Synarese 


NaOH: 2eem 5 cem 8 ecm 


30 Min. 19 cem 6 cem nicht geronnen nicht geronnen 
1 Std. 53 
1 Std. 30 Min. 61 
2 Std. 84 
a 98 
. « 104, - a 
4 Std. 30 Min. -- - Gerinnung beginnt 
5 Std. 110 cem 54 ecm gerinnt 
a 122 , oe fester Klumpen, 
keine Synirese 
in 2 Tagen 


” 


Tabelle 11]. 





Konzentration Konzentration 
Elektrolyt (Blutkiumpen ohne Elektrolyt (Blutklumpen ohne 
merkliche Synirese) merkliche Synirese) 


Kaliumehlorid. . . 0,12n Natriumeitrat. . . 0,016 n 
Calciumehlorid . . 0.0845 n Kaliumfluorid . . . 0,049 n 
Ammonsulfat .. . 0,176 n Natriumhydroxyd . 0,039 n 
Kaliumoxalat . .. 0,046 n 





héhung der Elektrolytkonzentration bis zu einem Grenzwert abnimmt. 


Dariiber hinaus ist die Gerinnungszeit sehr stark verzégert, und die 
Synirese ist nicht nennenswert. Bei weiterer ErhGhung der Konzentra- 
tion gerinnt das Blut iiberhaupt nicht. In Tabelle LI sind solche un- 
gefihren Konzentrationen wiedergegeben, die das Blut soweit stabili- 
sieren, daB nach Bildung des Blutklumpens innerhalb 12 Stunden 
keine merkliche Synarese eintritt. 


Jedoch werden bei geringer Saurekonzentration Wasserstoffionen 
adsorbiert, das Blut wird verhaltnismaBig unstabil, und der ProzeB 
der Synarese verliuft ziemlich schnell. Bei héheren Saurekonzentra- 
tionen kehrt sich die Ladung des Blutes um, und das Blut wird dann 
wieder stabilisiert durch Erhéhung der Wasserstotfionenkonzentration 
Versuche in dieser Richtung werden zurzeit in unserem Laboratorium 
ausgefitihrt. 

Zahireiche Forscher haben festgestellt, daB Blut bei Entfernung 
von Calciumionen stabilisiert wird, indem man dem Blut Citrat oder 


Fluorid zusetzt. Wir haben beobachtet, da Blut auch in Gegenwart 
von Calciumchlorid stabilisiert wird, wobei an Stelle der Entfernung 
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Calciumionen zugefiihrt werden. Folgende Tabelle zeigt die Gerinnungs 


zeit des Blutes bei verschiedenen Konzentrationen von Calciumchlorid 


Tabelle 1V. 


Konzentration des CaCl, 1.76 mol. Blut 230cem. Gesamtvolume: 


250 cem. 





CaCl, CaCl, 


Gerinnungszeit Gerinnungszeit 


0 15 Min. 60 Min. 
5 21 Std. 30 Min. 
6 30 


Hieraus ersieht man, da sogar in Gegenwart von Calcium das 
Blut betrachtlich stabilisiert ist, und zwar infolge der bevorzugenden 
Adsorption von Chlorionen. Wir haben also gesehen, daB die Blut 
gerinnung gut erklirt werden kann in Analogie zur Koagulation und 
Gelbildung anorganischer Sole. Die ,,Agglomeration-Hydratations- 
theorie‘‘, die wir zur Erklirung des Mechanismus der Gelbildung vor 
geschlagen haben, gilt ebensogut fiir die Blutgerinnung. Wenn die 
Ladung eines kolloidalen Teilchens neutralisiert wird, sei es durch 
Adsorption entgegengesetzt geladener Ionen, oder durch Verminderung 
gleichgeladener Ionen, oder bloB durch den EinfluB des Alterns, so 
entwickeln die ungeladenen Teilchen nebeneinander zwei Tendenzen: 
die Tendenz zur Hytratation und die Tendenz zur Agglomeration 
Wenn die beiden im Gleichgewicht sind, erhalt man ein undurch- 
sichtiges Gel, ahnlich dem Blutkuchen. SchlieBlich erlangt beim Blut 


. . * . 
die Agglomerationstendenz das Ubergewicht, und der feste Blut- 


klumpen beginnt sich zusammenzuziehen, wobei die aufgesaugte 
Flissigkeit in Form von strohfarbenem synaresiertem Serum aus- 
gepreBt wird. In Gegenwart stabilisierender Elektrolyte ist die Agglo- 
merationstendenz stark herabgesetzt, infolgedessen ist die Syndarese 
sehr schwach. 


Zusammenfassung. 


1. Es wurde gezeigt, da die Blutgerinnung unbedingt eine 
Koagulationserscheinung ist. Das Blut ist negativ geladenes Fibrinsol. 
das eine starke Neigung besitzt, gleichgeladene Ionen zu adsorbieren : 
infolgedessen wird es in Gegenwart von Salz- und Alkalilésungen 
stabilisiert. 

2. Die Blutgerinnung ist ganz analog der Gelbildung. Die spontan 
Blutgerinnung wurde nachgeahmt bei geniigend dialysierten anorgani- 
schen Solen von Ferriphosphat, Ferriwolframat, Zinnborat, Cerborat 
und Cermolybdat, die von selbst beim Altern gerinnen, wenn man si 
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| GefaBen aus Jenaer Glas aufbewahrt. In einigen Fiillen zeigen die 
Giele ebenfalls merkliche Synarese. 


3. Die Erscheinung der Synarese des Blutes wurde diskutiert und 
ler KinfluB von Elektrolyten in diesem Zusammenhang studiert. 


4. Der Autor glaubt, daB zur Erklirung der Blutgerinnung die 
\nnahme von Thrombin und analogen Kérpern nicht nétig ist. Fibrino- 
gen und Fibrin sind dem Wesen nach dieselben Stoffe, das erstere ist 
die disperse Phase und das letztere das Koagulum ein und derselben 
Substanz. 

5. Die Hydratation-Agglomerationstheorie der Gelbildung gilt 
auch fiir die Blutgerinnung. 


Herrn Professor N. R. Dhar méchte ich meinen Dank aussprechen fiir 
lie Anregung zu den verschiedenen in dieser Arbeit entwickelten Vor 
stellungen. 














Beitrag zur Methodik des Vitamin-A-Versuchs. 


Von 
Gert Franeke, Bonn. 


(Aus dem Tierphysiologischen Institut der Universitat Leipzig.) 
(Eingegangen am 25. Marz 1932.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


In Anbetracht der Fahigkeit des tierischen K6érpers, Vitamin A 
in betraichtlicher Menge zu speichern, wirkt sich die Fiitterung der 
Muttertiere der zu Vitamin- A-Versuchen benutzten Ratten und schlieBlich 
auch die Fiitterung dieser selbst vor Versuchsbeginn derart aus, daB sie 
je nach dem Vitamin-A-Reichtum der Vorfiitterung nach Verbringen 
auf eine vitamin-A-freie Kostform verschieden lange Zeit bis zum 
Kintritt der fiir Vitamin-A-Mangel typischen Erscheinungen benétigen 
Es ist dies nicht nur experirnentell nachgewiesen worden [Sherman und 
Kramer (1), Steenbock, Sell und Nelson (2), Scheunert und Candelin (3) | 
sondern diirfte auch jedem, der sich eingehender mit dem Vitamin-A 
Nachweis in .N,arungs- und Futtermitteln beschaftigt hat, bekannt 
sein. Diese durch die Vitamin-A-Speicherung bedingte verschiedene 
Reaktion macht sich vor allem dann sehr stérend bemerkbar, wenn es 
» darauf ankommt, den Vitamin-A-Gehalt bestimmter Stoffe mit héchste: 
Genauigkeit quantitativ zu bestimmen. Um hierbei wirklich zuverlassige 
Ergebnisse zu erhalten, ist es ein unumgangliches Erfordernis, die 
Priifung des zu untersuchenden Materials an Ratten vorzunehmen, 
die sich zu Beginn der Hauptperiode des Versuchs im Zustande moglichst 
gleichmaBiger Vitamin-A-Verarmung befinden. Um dieses Ziel zu 
erreichen, ist von Sherman und Burtis (4), Smith und Chick (5) u.a 
empfohlen worden, die Kost der Zuchttiere zu standardisieren, so dali 
immer mit denselben Vitamin-A-Vorraiten der in den Versuch ge- 
nommenen Ratten gerechnet werden kann. 


Da es in manchen Instituten nicht méglich ist, alle zu den Ver 
suchen benétigten Ratten selbst zu ziehen, und da erfahrungsgema!) 
bei immer gleichférmiger Fiitterung der Zuchtratten nicht selten nac! 
langerer Zeit sich die Fortpflanzungsergebnisse mehr und mehr ve! 
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schlechtern, suchten wir nach einer Methode, die es gestattete, auch 
bei Verwendung von Tieren verschiedener Herkunft und damit ver- 
schieden vitamin-A-reicher Vorfiitterung diese in den Zustand gleich- 
maéBiger Vitamin-A-Verarmung zu bringen. Wir gingen zu diesem 
Zwecke derart vor, daB wir den Ratten nach Eintritt der Vitamin-A- 
Mangelerscheinungen zunachst eine bestimmte Menge einer vitamin- A- 
reichen Substanz an einer bestimmten Anzahl von Tagen verabreichten 
und erst nach Wiedereintritt der Vitamin-A-Mangelerscheinungen, 
d.h. also nach Abklingen dieses VitaminstoBes mit der Zugabe der 
zu prifenden Substanz begannen. Zum Vergleich dieser Methode mit 
der allgemein tiblichen wurde mit dem gleichen Untersuchungsmaterial 
ein Parallelversuch durchgefiibrt. 


Versuchsanordnung und Ergebnisse. 


Zehn junge, der eigenen Zucht unseres Instituts entnommene 
{atten wurden im Gewicht von 40 bis 50g auf eine vitamin-A-freie 
Kost gesetzt. Die Zusammensetzung der Kost war folgendermaBen: 
18% Casein, 15°, Palmin, 57° Starke, 5°, Salzgemisch nach 
McCollum und Davis, 5°%, Hefe. Casein, Starke und Hefe wurden 
zwecks Entfernung eventuell vorhandener Vitamin-A-Spuren sorg- 
faltig extrahiert, das Palmin langere Zeit unter Durchleiten von: Luft 
erhitzt. Die Haltung der Ratten geschah einzeln in Glaskafigen auf 
Sagespanen als Unterlage. Der Verlauf der Gewichtskurven der Ratten 
ist aus Abb. 1 zu ersehen. Nach Eintritt der A-Mangeierscheinungen, 
d.h. nach langerem Gewichtsstillstand, bzw. nach Gewichtsabnahme 
und Eintritt der fiir Vitamin-A-Mangel typischen Augen scheinungen 
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Abb. 1. 
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wurde den Tieren eine bestimmte Menge Vitamin A auf die Weis: 
zugefiihrt, daB sie an fiint aufeinanderfolgenden Tagen je Tier je | ¢ 
erhitztes Vollei erhielten. Die Eimasse wurde so hergestellt, daB di: 
Kier in rohem Zustande zwecks gleichmaBiger Mischung von Dotte: 
und Eiwei® 1/, Stunde lang griindlich durchgeriihrt wurden und diese 
Mischung dann unter staéndigem Umriihren tiber gelindem Feuer 2): 
Koagulation gebracht wurde. Um sicher zu gehen, daB die Rattey 
die Eizulage ohne Verluste aufnahmen, wurde diese in einem besondere) 
Kafig, der keine Sagespine enthielt, dargereicht. Sie wurde stets gern 
gefressen, so daB die Tiere nach kurzer Zeit wieder in den eigentlichen 
Versuchskafig zuriickgesetzt werden konnten. Die Reaktion auf dice 
Eizugabe setzte, wie aus den beigegebenen Kurven ersichtlich ist, je 
nach dem Grad der Vitamin-A-Verarmung verschieden rasch ein, 
d. h. einige Tiere reagierten sofort mit Gewichtsanstieg, andere nahmen 
zunachst noch ab, um erst einige Tage spaiter Gewichtszunahme zu 
zeigen. Verfolgt man den Verlauf der nach diesem ersten Vitaminsto 
zur Entwicklung gekommenen Gewichtskurven bei den einzelnen Tieren, 
so besteht, von wenigen Ausnahmen abgesehen, grobe Ahnlichkeit. 
Es war nun beabsichtigt, dann, wenn die Ratten nach dem Abklingen 
der Eiwirkung wieder das gleiche oder etwa das gleiche Gewicht 
erreicht hatten, bei dem die Eizulage erfolgt war, mit einem zweiten 
VitaminstoB einzusetzen, zu dem das eigentlich zu priifende Material, 
in unserem Falle eine Biicklingsart (Lerwicker Biickling) benutzt 
werden sollte. Es wurde dies auch mit einer Ausnahme durchgefiihrt, 
doch zeigte es sich, daB bei diesem Vorgehen mit erheblichen Verlusten 
durch interkurrente Infektionen gerechnet werden muB, so daB es sich 
empfiehlt, mit der Zugabe der zu priifenden Substanz zu einem friiheren 
Zeitpunkt zu beginnen. Die Dauer der Eiwirkung betrug, Ratte 
‘Nr. 8337, bei der die Eizulage friiher erfolgte, ausgenommen, 24,33 
+ 1,05 Tage, der mittlere Fehler betrigt also 4,32°, des mittleren 
Wertes. 

Die Priifung der eigentlich 2u untersuchenden Substanz auf ihren 
Vitamin-A-Gehalt war nun derart gedacht, daB sie nach Abklingen des 
ersten VitaminstoBes in einer bestimmten Menge an einer bestimmten 
Anzahl von Tagen verabreicht und die lebensverlangernde Wirkung 
dieses zweiten VitaminstoBes festgestellt wurde. Der zur Verwendung 
gelangende Lerwicker Biickling wurde in gleicher Weise wie das Ei an 
fiinf aufeinanderfolgenden Tagen pro Ratte in Mengen von je 1 g dar- 
gereicht, und zwar wie das Ei zur Verhiitung von Verlusten in einem 
besonderen Kafig. Es gelang nur bei sieben von zehn Ratten, don 
zweiten Vitaminsto8 erfolgreich durchzufiihren, drei starben, ehe das 
im Biickling enthaltene Vitamin A zur Wirkung gelangen konnte 
LaBt man Ratte Nr. 8337, bei der die Biicklingszulage zu einem friiheren 
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Zeitpunkte erfolgte als bei den anderen Ratten, auBer Betracht, so 
betragt die lebensverlangernde Wirkung der Biicklingszugabe 22,66 
+ 3,39, bei Einrechnung von Ratte Nr. 8337 23,57 + 3,01 Tage, der 
mittlere Fehler betrigt also 14,96 bzw. 12,77°,, der Mittelwerte. Ein 
Vergleich der Gewichtskurven und der erlangten Zahlen zeigt, daB der 
zweite VitaminstoB nicht gleichmaBigere, sondern im Gegenteil weit 
weniger iibereinstimmenae Ergebnisse zeitigte als der erste. 
Gleichzeitig mit diesem Versuch wurde zu Vergleichszwecken ein 
zweiter Versuch angestellt, der in der tiblichen Weise durchgefiihrt 
wurde, d. h. die Ratten erhielten nach Eintritt der Vitamin-A-Mangel- 
erscheinungen fiir eine bestimmte Versuchsperiode taglich eine immer 
gleiche Menge der auf ihren Vitamin-A-Gehalt zu priifenden Substanz 
zugelegt, und zwar wieder Lerwicker Biickling. Die tigliche Zugabe- 
menge wurde pro Tier auf 0,4 g bemessen, die Versuchsdauer auf 36 Tage. 
Von den zehn zu diesem Versuch benutzten Ratten gingen drei bereits 
kurz nach Beginn der Biicklingszugabe, eine lingere Zeit nachher 
zugrunde. Die restlichen sechs reagierten sehr bald mit Wiederanstieg 


der Gewichtskurve, jedoch war der Verlauf der Kurven, wie Abb. 2 








1-949 buckling A= Kerastoma/ack Aw - Aeratomalacie geher/t 


Abb. 2. 


zeigt, sehr verschieden. Die taglichen durchschnittlichen Gewichts- 
zunahmen schwankten zwischen 0,51 und 1,37 g, die mittlere Zunahme 
betrug 0,92 + 0,14 g, der mittlere Fehler betrigt demnach hier 15,22°, 
des mittleren Wertes. Der Versuch zeigt wieder deutlich die sehr unter- 
schiedliche Reaktion nicht standardisierter, vitamin-A-verarmter Ratten 
auf ein und dieselbe Zugabe. 

Bei einem Vergleich dieses zweiten Versuchs mit dem ersten ergibt 
sich, daB bei Priifung des Vitamin-A-Gehalts einer Substanz unter 
Durchfiihrung zweier VitaminstéBe bei Verwendung nicht standardi- 
sierter Ratten wohl kaum eine Verbesserung gegeniiber der iiblichen 
Methode erzielt werden kann. Es fallt aber auf, daB die Ergebnisse 
des ersten VitaminstoBes (Versuch 1) gegeniiber den Ergebnissen des 
Versuchs nach der iiblichen Methode (Versuch 2) weit gleichmaBiger 


4* 
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ausgefallen sind, so das eine Methode, die mit einem Vitaminsto\) 
arbeitet, der iiblichen an Genauigkeit zum mindesten nicht nach 
steht, vor allen Dingen dann, wenn auch der Verlauf der Augen 
erkrankung sorgfailtig beobachtet wird. Bei Verwendung standardi 
sierter Tiere dirfte es die Methode mit einem VitaminstoB deshalh 
gestatten, zu recht einheitlichen Ergebnissen zu gelangen. Ob es hier bei 
geeigneter ist, den Versuch bis zum Tode der Tiere durchzufiihren oder 
den Versuch zu einem friiheren Zeitpunkt abzubiechen, miissen weite:e 
Untersuchungen ergeben. Alles in allem zeigt also auch dieser Versuch), 
daB bei exakten Vitamin-A-Wertbestimmungen die Verwendung 
standardisierter Ratten nicht zu umgehen sein diirfte. 

Was den Vitamin-A-Gehalt des in den Versuchen benutzten Ler- 
wicker Biicklings anbetrifft, so kann dieser nur als mittel bezeichnet 
werden, da die Menge von 0,4 g¢ zwar das Wachstum wieder in Gang 
zu bringen, nicht aber in allen Fallen die Keratomalacie zu _ heilen 
vermochte. 

Zusammenfassung. 


Versuche tiber die Verwendbarkeit nicht standardisierter Ratten 
bei exakten Vitamin-A-Wertbestimmungen fiihiten zu dem Ergebnis, 
da® fiir diese Zwecke die Benutzung standardisieiter Ratten nicht 
entbehrlich sein diirfte. 

Eine zu diesen Untersuchungen benutzte Biicklingsart (Lerwicker 
Biickling) besaB einen als mittel zu bezeichnenden Vitamin-A-Gehalt. 


Literatur. 


1) Sherman u. Kramer, Proc. Soc. Exper. Biol. a. Med. 20, 201, 1922. 
2) Steenbock, Sell u. Nelson, J. of biol. Chem. 56, 327, 1923. — 3) Scheunert 
u. Candelin, diese Zeitschr. 159, 83, 1925. 4) Sherman u. Smith, The 
. vitamins. New York 1931; The Chemical Catalog Co. Inc. 8. 260. 
5) Smith u. Chick, Biochem. J. 20, 131, 1926. 
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Uber das Verhalten 
der Phosphorfraktionen bei Autolyse von Organen. 


Von 
Torsten Teorell und Bo Norberg. 


(Aus der physiologisch-chemischen Abteilung des Karolinischen Instituts 
in Stockholm.) 


(Eingegangen am 26, Mdrz 1932.) 
Mit 2 Aiybildungen im Text. 


Im Zusammenhang mit anderen Untersuchungen iiber Organ- 
stotfwechsel sahen wir uns veranlaBt, daB Verhalten der P-Frak- 
tionen bei langsamer, aseptischer Autolyse feinzerkleinerten Organ- 
bieies zu studieren. Es gibt zwar in der Literatur eine Reihe von An- 
gaben iiber die Einwitkung der Autolyse in dieser Hinsicht, da diese 
aber recht fragmentarisch sind, nehmen wir an, daB eine Mitteilung 
unserer Resultate tiber sdémtliche P-Fraktionen von Interesse sein diirfte. 


Unter den Forschern, welche Gelegenheit gehabt haben, diese Ver- 
haltnisse zu untersuchen, hat unter anderen Sevringhaus (1923) ge- 
funden, daB anorganischer P aus Leber und Muskulatur freigemacht wird; 
Kay (1926) zeigt, daB bei Zimmertemperatur anorganischer P in der Niere 
sehr zunimmt und setzt dies mit dem hohen Gehalt der Nieren an Enzymen 
(den sogenannten Fhosphatasen) in Verbindung, die organische P-Ver- 
bindungen spalten. Spater haben unter anderen Lohmann (1928) und 
Cort und Cori (1931) Muskelextrakt sorgfaltig untersucht und gefunden, 
daB auBer Kreatinphosphorséiure (Ihosphagen), .,.Pyrophosphat‘’ bzw. 
..Adenosintriphosphat*‘ die hauptsichlichsten Quellen zur Bildung von 
PO’ sind. Uber das Verhalten des Lipoidphosphors bei Autolyse hat man 
friiher schon nachgewiesen, daB Organe spaltende ,,Lecithase*‘ enthalten 
kénnen (Kutscher und Lohmann, 1903, Porter, 1906, Artom, 1925, u.a.). 
Kay (l.c.) hat dies besonders fiir Nierenextrakt nachgewiesen; Roffo und 
Correa (1930) haben bewiesen, daB chloroformléslicher P in Leber und 
Milz bei Autolyse abnimmt. 


Wir haben bei + 3 bis + 4° die Autolyse der Magenmucosa, Leber. 
Milz, Niere, des Pankreas, Herzens, sowie quergestreiften Muskels 
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untersucht und dabei gleichzeitig auf folgende verschiedene P-Fraktione: 

analysiert : 

. Gesamt-P. 
Direkter-P (,,freie“ Phosphate) = anorganischer P + iiberwiegend 
Menge Kreatinphosphorsiure-P (Phosphagen). 
Restsiureléslicher P = die Summe an Adenosintriphosphat-P (nach, 
amerikanischen Verfassern, Adenylpyrophosphorséure-P nach Loh 
mann-Meyerhof) + Hexosephosphorsiure (nach Embden) +- einige 
andere, weniger bekannte organische, wasserlésliche P-Verbin- 
dungen. 


Phosphatid-P in unseren Versuchen = organischer P, extrahierba: 
aus dem Trichloressigsiureniederschlag mit Alkohol-Ather. 


Residual-P, ungefihr gleichbedeutend mit Nucleinséiure-P. Eine 
Aufteilung der Komponenten in der saureléslichen Fraktion wurde 
nicht vorgenommen. 


Versuchsanordnung. 


Organsuspensionen und Autolysebedingungen. Die Organe wurden 
frisch getéteten, gesunden Katzen entnommen, die 24 Stunden ge- 
hungert hatten. Die Organe wurden so gut wie méglich von Binde- 
gewebe und Fett befreit (die Magenmucosa wurde von der auBeren 
Schicht abgeschabt) und im Gefriermikrotom zweimal mit 15 4 Schnitt- 
dicke zerschnitten. Der auBerst feinzerkleinerte Organbrei wurde mit 
der neunfachen Menge Wasser + einigen Tropfen Oktylalkohol auf- 
geschlammt. Jedes Kubikzentimeter der absolut homogenen Organ- 
suspensionen! entspricht also 0,1 g eines frisch geschnittenen Organs. 
Die Suspensionen wurden in einen Kiihlraum gestellt, der eine Tem- 
peratur von + 2 bis + 4° hat. In dieser relativ niedrigen Temperatur 
vollizieht sich die Autolyse so langsam, daB man nicht allzuoft Proben 
zu machen braucht. Bei der niedrigen Temperatur und in Gegenwart 
des Oktylalkohols ist mit einem BakterieneinfluB nicht zu rechnen. 


Analysenmethoden. Der Phosphor wurde in sémtlichen Fraktionen 
nach der spektrophotometrischen Methode von 7’. T’eorell (16) bestimmt, 
die auf ungefihr 2°, genau ist. 1 cem Organsuspension = 0,1 g Organ 
wurde mit 2 ccm 10°, Trichloressigséure gefallt, worauf 3 ccm Wasser 
zugesetzt wurden. Nach 10 Minuten wurde durch kleine Papierfilter 
filtriert. Der Gesamtphosphor wurde in 0,5 ccm Organsuspension be- 
stimmt. Der direkte P wurde in 2cem des Trichloressigsiurefiltrats 
nach Zusatz von etwas Wasser + 1'/, cem 12,5 n Schwefelsdéure + 2 ccm 


1 Die Homogenitat ist durch eine Reihe von Stickstoffanalysen und 
Trockensubstanzbestimmungen bewiesen. 
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Verhalten der Phosphorfraktionen bei Autolyse von Organen. 


‘,ig- Ammoniummolybdat, alles auf 25 ccm verdiinnt, untersucht. 
ie Kreatinphosphorsaure diirfte unter diesen Umstanden vollstandig 
gespalten werden. Der Zusatz des Reduktionsreagens und die Ab- 
lesung im Spektrophotometer geschieht dann so rasch wie mdglich. 

Gesamtsdureléslicher P wurde nach Schwefelsiureverbrennung von 
einer anderen 2-cem-Menge des Trichloressigsaiurefiltrats bestimmt. 
Restsdureléslicher P wurde als der Unterschied zwischen gesamtsaure- 
léslichem und direktem P errechnet. Phosphatid-P. Wir haben an- 
genommen, daB der absolut tiberwiegende Teil der Lipoide mit dem 
KiweiBniederschlag ausgefallt ist. Die empfindliche spektrophoto- 
metrische P-Bestimmung erlaubt das Bestimmen des extrahierbaren 
Phosphors in dem Trichloressigsiureniederschlag aus 0,1 g Organ. 
Der Trichloressigséureniederschlag aus der oben angegebenen Dar- 
stellung des eiweiBfreien Filtrats wurde drei- bis viermal mit schwach 
trichloressigsaurem Wasser gewaschen und unmittelbar in den meisten 
Versuchen unter dem Rezipienten einer Vakuumpumpe getrocknet, 
wo die Filter vor den Extraktionen aufbewahrt wurden, um eine Ein 
wirkung seitens der Luft zu verhindern. Die trockenen Filter wurden 
12 Stunden in einem besonderen Mikroextraktionsapparat mit 3:1 
Alkohol-Ather extrahiert. Der Alkohol-Atherextrakt wurde dann 
eingedunstet und mit H,SO, + HNO, verbrannt, worauf P bestimmt 
wurde. Nahere Einzelheiten tiber dieses Phosphatidbestimmungs- 
verfahren werden an anderer Stelle veréffentlicht. Das Verfahren gibt 
gute Doppelwerte, und die Resultate weisen eine ungefaihre Uberein- 
stimmung z. B. mit den Angaben von Rewald (12) iiber den Phos- 
phatid-P-Gehalt in Organen auf. 

Der Residual-P wurde schlieBlich als die Differenz zwischen dem 
Gesamt-P und der Summe des gesamtséureléslichen + Phosphatid-P 
berechnet. 

Der Stickstoffgehalt wurde ebenfalls in allen Fallen an 0,5 ccm 
Suspension mittels 7’. J'’eorells (16) titrimetrischer Mikromethode ohne 
Destillation bestimmt. Der N-Gehalt dient gewissermaBen als Kontrolle 
fiir den Gewebegehalt der Suspensionen (siehe die P : N-Quotienten in 
TabelleI). Die P-Analysenresultate sind jedoch nicht auf den N-Gehalt 


bezogen, was das angemessendste ware, sondern sind in Milligramm- 
prozent des frisch geschnittenen Organs angegeben, damit sie leichter 
mit den friiheren Angaben in aer Literatur verglichen werden kénnen. 


Die Wasserstoffionenkonzentration wurde in einer Reihe Faille mit 
Hilfe der Glaselektrode von Kerridge (6) gemessen. px wurde als 
zwischen 6,5 bis 7 liegend festgestellt und anderte sich kaum wahrend 
der Autolyse. Zu beachten ist, daB diese Autolyseversuche ohne irgend- 
welche die H-Ionenkonzentration verandernden Zusaétze ausgefiihrt 
wurden. 








T. Teorell u. B. Norberg: 


Resultate. 


Die mitgeteilten Zahlen sind in der Regel das Mittel aus zwe;) 
oder mehreren Parallelbestimmungen derselben Organsuspension. a- 
belle I enthalt eine Zusammenstellung der Resultate der aseptischen, 


langsamen Autolyse bei +3 bis 4° in einigen Organsuspensionen 
Man kann dariiber im groBen ganzen folgendes sagen: 

Direkter P nimmt mit abnehmender Geschwindigkeit auf Kosten 
hauptsachlich der restséureléslichen Fraktion und zu einem geringeren 
Teil auf denen des P-Gehalts der Lipoide zu. 

Die restsdureldsliche P-Fraktion zertallt niemals vollstandig zu 
Phosphaten. Der Zerfall geschieht bei den verschiedenen Organen mit 
verschiedener Geschwindigkeit (hiertiber siehe nachstehend mehr!). 

Die Phosphatide werden bedeutend langsamer als die sogenannten 
restsiureléslichen P-Verbindungen gespalten. Sie werden médglicher- 
weise nicht direkt in PO,’ gespalten, sondern die Zerfallsprodukte 


treten zuerst ais ,,restsiurelésliche“’ Komponenten 
,,Pankreas‘‘). 


Uber den Residual-P, der angenahert dem 


auf (vgl. unten 


Nucleinsaure-P ! 


gleichgestellt werden kann, sich zu auBern, ist schwierig, da er gemil 
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Abb. 1. 
Die Einwirkung der Autolyse an der Magenmucosa. 


— Direkter P. 


+----. | Phosphatid-P. 
= Gesamtsiurelisl. P. 


e---  Restsiurelisl. P. ~—  Residual-P. 


1 In einer Arbeit von E. Hammarsten, G. Hammarsten u. T. Teorell 
(Acta med. Scand. 68, 219, 1928, deutsch) wird als wahrscheinlich hingestellt, 
daB in dem sauren, eiweiBfreien Filtrat wenigstens keine zusammengesetzten 


Nucleinséuren vorhanden sind, sondern daB diese mit dem Eiwei® gefillt 
werden. 
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der Berechnungsweise die Summe aus simtlichen Fehlern der direkten 
Kestimmungen in sich schlieBt. Soviel darf man indessen zu sagen 
wagen, daB er gegen Autolyse recht resistent ist. 

Als typische Bilder fiir die Einwirkung der Autolyse werden hier 
auBerdem graphische Darstellungen iiber den Effekt derselben an 
der Magenmucosa (Abb. 1, Katze Nr. 80) und an der Niere (Abb. 2, 
Katze Nr. 84) wiedergegeben. 
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Abb. 2. 
Die Einwirkung der Autolyse an der Niere. 


Direkter P. 


+---. Phosphatid-P. 
Gesamtsiurelisl. P. 


Restsiurelésl. P. o—~— Residual-P. 


Studiert man den Verlauf der Autolyse an den verschiedenen 
Organen genauer in ihren Einzelheiten, findet man folgendes: 

Magenmucosa (Abb.1). Eine mafig rasche Spaltung des rest- 
sdureléslichen P und ein recht langsamer Phosphatidzerfall. Nach sehr 
langer Zeit kann der restsaéurelésliche P zunehmen (Katze Nr. 80), 
vermutlich infolge von Produkten aus der Lecithinspaltung, welche 
dann recht weit fortgeschritten ist (es ist nur ein Drittel tibrig). Der 
Residual-P zeigt eine Tendenz zur Abnahme. 

Leber. Diese weist analoge Verhaltnisse mit der Mucosa auf. Der 
Anfangsphosphatidgehalt ist jedoch bedeutend gréBer, gréBer als bei 
irgendeinem der anderen hier untersuchten Organe. 

Milz. Diese zeigt einen der Mucosa ahnlichen Autolyseverlauf. 
Beachtenswert ist der relativ hohe Residual-P-Gehalt (= Nuclein- 
siure-P in den kernhaltigen weiBen Blutkérperchen ?). 

Niere (Abb. 2). Diese weist eine sehr rasche Abspaltung von 
freien PO,’ aus der restsiureléslichen Fraktion auf. Die Phosphatido- 
lyse geht jedoch nicht rascher als sonstwo vonstatten. 
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Pankreas hat infolge seines hohen Nucleinsaéuregehalts! den gréBter 
Gesamt-P-Gehalt simtlicher untersuchter Organe. Die Zunakme de: 
direkten P ist ziemlich maBig, dagegen verhalt sich der rest- 
sdurelésliche P vdllig abweichend von den anderen Organen. 
nimmt nicht ab, sondern zeigt vielmehr eine Tendenz zur Zunahme 
(diese Zunahme ist indes nicht véllig sicher, weil méglicherweise dic 
ersten direkten P-Bestimmungen aus irgendeinem Grunde zu_ hoch 
gewesen sind. Das Pankreas weist von allen untersuchten Organen den 
raschesten Phosphatidzerfall auf. DaB das Pankreas demnach den 
gréBten Gehalt an ,,Lecithasen‘ haben sollte, ist mit der physiologischen 
Funktion dieser Driise gut vereinbar. Das Niveau des restsdureléslichen P 
findet seine Erklirung méglicherweise dadurch, daB die Phosphatide 
nicht unmittelbar in anorganisches Phosphat gespalten weiden, sondern 
erst in ein ,,restséurelésliches** Produkt. Irgendwelche sicheren Schliisse 
hinsichtlich des Verhaltens des Residual-P lassen sich aus den vor- 
liegenden Zahlen nicht ziehen. 


Verhalten der Herzmuskulatur. Die Zunahme des direkten P ist 
teils der restsdureléslichen Fraktion, teils der ziemlich ausgepagten 
Phosphatidolyse zuzuschreiben. Der Lipoid-P-Gehalt des Herzens 
steht nicht hinter demjenigen der parenchymatésen Organe zuriick. 
89 mg-°%, Phosphatid-P stehen iibrigens in guter Ubereinstimmung mit 
den Werten, welche man in der Untersuchung von Sorg (15) tiber den 
Lipoidgehalt in der Muskulatur verschiedener Art angegeben findet. 
Das Herz hat einen geringen Gehalt an Residual-P (Nucleinséure-P). 


Quergestreifte Muskulatur. Der angegebene Versuch ist nicht voll- 
auf zutriedenstellend, doch kann man auch hier eine plétzliche Zu- 
nahme des PO; auf Kosten der restsdureléslichen Fraktionen ablesen 
(vgl. Lohmann, Cori und Cori, |. c.). Auch hinsichtlich des Phosphatid-P 

‘ist eine Spaltung angedeutet. In der Muskulatur ist Residual-P, Nuclein- 
siure, in unbedeutender Menge vorhanden oder fehlt ganzlich. 


Der relative Gehalt an Phosphatasen, der auf vorliegende physiclogi- 
schen Substrate organischer, wasse1léslicher P-Ve1bindungen einwirkt, 
kann schaétzungsweise aus der Geschwindigkeit, mit welcher der rest- 
siurelésliche P bei Autolyse abnimmt, beurteilt werden. Dabei stellte 
sich heraus, daB die Niere mit ihrem sehr kiaftigen P-Abbau eine Sonder- 
klasse einnimmt. Dies steht in vélliger Ubereinstimmung mit dem 
von Kay (l.c.) nachgewiesenen hohen Phosphatasegehalt der Niere. 
Danach diirfte in der Reihenfolge die quergestreifte Muskulatur kommen. 


! Weitere Untersuchungen iiber den Nucleinsaéuregehalt und die Menge 
anderer P-Verbindungen in verschiedenen Organen: Jorpes, Acta med. 
Scand. 68, 253, 1928 (deutsch). 
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Die weitere Reihenfolge 1aBt sich schwer beurteilen. Das Pankreas 
diirfte die wenigste Phosphatase enthalten, dagegen hat Pankreas 
anscheinend die gréBte ,,Lecithase‘‘-Menge. 


Kinige tiber den Verlauf der Autolyse bei héherer Temperatur an- 
gestellte Versuche geben qualitativ die gleichen Resultate, die oben 
bei langsamer Autolyse beschrieben wurden. Werte daraus werden 
hier nicht mitgeteilt, soviel aber laBt sich sagen, daB wenigstens die 
PO;'-Zunahme bei 37° ihr Maximum schon nach dem einen oder anderen 
Tag erreicht, wahrend sie bei +- 3° viel langere Zeit in Anspruch nimmt. 


Eine Beurteilung des kinetisch-mathematischen Charakters der 
Spaltungskurven ist schwierig, aber es ist wahrscheinlich, daB die Zerfalls- 
prozesse monomolekular sind. Die direkte P-Kurve wird eine Summa- 
tionskurve und macht daher ein Extrapolationsverfghren fiir ein ideales 
Anfangsstadium der Autolyse unméglich. Ein solches wiirde tibrigens 
keinerlei Bedeutung haben, denn schon beim Zerkleinern der Organe 
setzt modglicherweise ein ,,traumatischer“ Zerfall der P-Verbindungen 
ein, wie er hinsichtlich der postmortalen Bildung des Ammoniaks nach- 
gewiesen worden ist [vor allem von Parnas (10) u. a.]. Uber die wirkliche 
native P-Verteilung in den Organen kénnen wir gegenwartig nichts 
mit Sicherheit sagen. 


Wir haben auBerdem an einigen Magenmucosa-suspensionen den 
eventuellen Zusammenhang zwischen der NH,- Bildung und dem Verhalten 
der Phosphorfraktionen hierbei untersucht. Gleichzeitig mit Unter- 
suchungen der letzteren wurde der Ammoniakgehalt mittels eines 
Verfahrens bestimmt, das von dem einen von uns an einer anderen 
Stelle in dieser Zeitschrift beschrieben wird (7'. Teorell). Die Resultate, 
welche als vorlaiufige anzusehen sind, sind in Tabelle II zusammen- 
gestellt. 

Tabelle II. 


Autolytische P-Spaltung und Ammoniakbildung (Werte in Milligram- 
prozent). Magenmucosa. 





Gesamt- Rest- = Phos- | pag. Ge- | oe 
siure- siure- pha- ‘ carne .p | Samt-} :N NH,—N 
lésl. Pls. P | tid-P | @tal-P | samt-P | 4 . 


Zeit Direkter 


518 105 (53,2 88.2 | 91 | 284 | 252 | 112 | 295 
65.6 110 444 85.3 89 84 | 252 112 | 395 
73.0 | 119(?)|48.0(2)| 75.5 | 89 | 284 252 | 112 | 488 
95,1 | 1338 | 37,9 70,8 80 | 284 | 252 112 | 70 


Die Ammoniakbildung nimmt mit ahnlicher Geschwindigkeit wie 
der direkte P zu, oder eher wiichst das Ammoniak, je nachdem der rest- 
siurelésliche P abnimmt. Méglicherweise kénnte der Harnstoff eine 
Teilquelle der Ammoniakbildung sein (vgl. Luck). 








62 'T. Teorell u. B. Norberg: Verhalten der Phosphorfraktionen usw. 


Zusammenfassung. 


Es wurde die Einwirkung einer langsamen, aseptischen Autolyse 
(+ 3 bis 4°) auf die verschiedenen Phosphorfraktionen in Organ- 
suspensionen ohne besondere Zusiatze untersucht. 

Direkter P (Phosphagen + PO‘), restsdureldslicher P (die Summe 
aus Adenosintriphosphat- -+- Hexosephosphat-P usw.), Phosphatid-P 
und Residual-P (Nucleinséure-P) wurden vor und wahrend einer solchen 
Autolyse an Magenmucosa, Leber, Niere, Milz, Pankreas, Herz und 
quergestreifter Muskulatur bestimmt. 

Im groBen ganzen wurde gefunden, daB der direkte P eine Zunahme 
auf Kosten teils des restséureléslichen P, teils des Lipoid-P aufweist 
Hingegen zerfallt nur in geringerem MaBe oder tiberhaupt nicht der 
Residual-P. 

Die Autolyseverhaltnisse der einzelnen Organe in bezug auf Phosphor 
werden eingehender besprochen, besonders wird auf den Effekt des 
hohen ,,Phosphatase‘‘-Gehalts der Niere und des ,,Lecithase“‘-Gehalts 
des Pankreas hingewiesen, welche sich in einer raschen Spaltung des 
restsiureléslichen P bzw. des Phosphatid-P auBern. 

Es wird auf die Schwierigkeiten, die native Menge der verschiedenen 
Phosphorverbindungen zu bestimmen, aufmerksam gemacht. 

AuBerdem wird ein gewisser Parallelismus zwischen der N H,- 
Bildung bei der Autolyse und dem Verhalten gewisser P-Fraktionen 
angedeutet. 

Literatur. 
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o-Chinone als Fermentmodell. 


IV. Mitteilung: 
Bei pu 6 bis 8 unwirksame Katalysatoren. 


Von 
Bruno Kisch. 


(Eingegangen am 29. Mdrz 19382.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


In der letztvorangehenden Mitteilung' wurde iiber Versuche 
berichtet, bei denen die Wirkung verschiedener Brenzkatechinderivate 
als Katalysatoren oxydativer Aminoséuredesaminierung in ihrer Ab- 
hangigkeit vom py des Reaktionsgemisches und vom verwendeten 
Substrat studiert worden war. Alle in jener Arbeit untersuchten Kata- 
lysatoren hatten sich friiher bei einem nicht optimalen py (6 bis 8) 
auch schon im gleichen Sinne, wenn auch weniger stark wirksam er- 
wiesen ?. 

In der vorliegenden Arbeit soll iiber ahnliche Versuche berichtet 
werden, die ich unter wertvoller Mitarbeit des Laboranten H. T'enhaef/ 
mit Stoffen ausgefiihrt habe, die sich bei py 6 bis 8 als Katalysatoren 
oxydativer Aminoséuredesaminierung unwirksam erwiesen hatten. 

Die Versuche erstreckten sich 1. auf Brenzkatechinderivate, 2. auf 
Xesorcin, Hydrochinon und Derivate dieser Stoffe. 


Methodik. 


Die angewendete Methode ist in der dritten Mitteilung genau be- 
schrieben worden.  Einzelheiten gehen aus den Protokollangaben der 
Tabellen hervor. 

Versuchsergebnisse. 


1. Brenzkatechinderivate. 


Tabelle I bringt einige kennzeichnende, immer wieder reproduzier- 
bare Versuchsergebnisse bei Verwendung von Protokatechusaéure und 


1 Bruno Kisch u. Karl Schuwirt, diese Zeitschr. 247, 371, 1932. 
2 Bruno Kisch, ebendaselbst 242, 1, 1931; 244, 440, 1932. 
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Pyrogallol als Katalysator oxydativer Desaminierung verschiedener 
Aminosaiuren bei verschiedenem pg des Reaktionsgemisches, Abb. 1 


0,1 
oo 


und 2 (ganz rechts eingetragen) ergainzend auch die miteinander 
quantitativ vergleichbaren NH,-Ausbeuten je eines 17-Stunden- und 
eines 40-Stunden-Versuchs mit verschiedenen Katalysatoren bei 
gleichem px (10,5). 

Die Tabelle I zeigt, daB Protokatechusiure und Pyrogallol, die bei 
pu 6 bis 8 friiher und auch neuerdings als Katalysatoren oxydativer 


0.3 


0, 


i | 
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Aminoséuredesaminierung unwirksam gefunden wurden, bei px 9,5 
bis 11 das Glykokoll doch deutlich desaminieren, wenn auch die Am- 
moniakausbeute hinter der weit zuriickbleibt, die bei Anwendung der 
in der dritten Mitteilung verwendeten Katalysatoren zu erzielen ist. 

Die hdhere Alkalitat des Reaktionsgemisches wirkt somit bei diesen 


0.0 


0,1 


01 
0.1 


Stoffen der die Katalysatoreigenschaften der Wirkgruppe des betreffenden 
Stoffes bei py 6 bis 8 vodllig hemmenden ,,Hemmgruppe™ des Katalysator- 
molekiils bis zu einem gewissen Grade entgegen. 

Die Ammoniakausbeute bei Glykokoll als Substrat war bei opti- 
malem py bei Protokatechusdure (iiber 10°, der maxima] méglichen) 
gréBer als bei Pyrogallol und bei Alizarinblau und Anthracenblau noch 
niedriger als bei Pyrogallol. Wie bei diesen, waren auch nur Spuren 
einer Desaminierung bei Anwendung von /satin und Alloxan innerhalb 


0,0 
0.0 


eines py-Bereiches von 6,0 bis 12,0 bei unserer Versuchsanordnung 


9 
) 


festzustellen!. 

Bei Ausdehnung des Versuchs auf 40 Stunden war durch Proto- 
katechusture (s. Abb. 1) bei optimalem py immerhin eine Desaminierung 
des Glykokolls zu erzielen, die etwa 20°,, der maximal méglichen betrug. 

Ein Vergleich der Ergebnisse bei Verwendung verschiedenen 
Substrats lehrt auch bei den neu untersuchten Katalysatoren in vélliger 
Ubereinstimmung mit den Ergebnissen der zweiten und dritten Mit- 
teilung, daB ceteris paribus und bei Verwendung des gleichen Kata- 
lysators die N H,-Ausbeute bei oxydativer Desaminierung in der Reihen- 
folge 


m/100 
m/L00 


Pyrogallol 


Glykokoll > Serin > Phenylaminoessigsdure > «-Aminobuttersdure 
Leucin > Isoleucin, Valin 
abnimmt (s. Tabelle I und IIT und Abb. 1 und 2). 

Von Serin, das sich nach Glykokoll durch das o-Chinon-Ferment- 
modell immer wieder am starksten desaminierbar erweist, stand mir 
bisher nur d, ]-Serin zur Verfiigung. Es ist somit nicht ausgeschlossen, 
daB einer der beiden optischen Antipoden durch unsere Katalysatoren 
stérker desaminiert wird als der andere. 


Isuleucin 


i Leucin 


39 
39 


19 
19 


1 Athylenglykol erwies sich auch innerhalb eines px-Bereiches von 
6,0 bis 12,0 als véllig unwirksam. 
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Versuche und Katalysatoren, 


Jeder Ansatz enthalt 20ccem Lésung, da 
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I Katalysator 
lomesine yauer | 
Versuchs- in | Temperatur Substrat Desetatal sahil 


Nr. : 
Stunden N Konzen- angewar 
RO tration 


oc eer 


22 16/5 40 Glykokoll Hydrochinon m/100 

23 16}/, 40 p-Chinon m/100 
242 16 39 Resorcin m/100 
245 * 19 39 m/100 
246 * 39 m/100 
260 20 39 m/100 
281 41 40 m/100 
282 41 40 m/LOO 
242 Phloroglucin m/100 
249 } " m/100 
247 : Homogentisinsaure m/|100 
249 - m/1L00 
272 16 * m/100 
25 19 Fs p-Chinon m/100 
257a 19 = m/100 
258 16 : - m 100 
258a 16 Hydrochinon m/100 
955 * 16 f Resorein m/100 
259 43 é " 100 
260 20 n 100 
281 41 ” 100 
282 41 ” m/100 
261 14 Phloroglucin m/109 
265 19 : ” m/100 
256 || 15 Homogentisinsiure m/100 
259 43 ‘ m/109 
272 16 m/109 
263 16 é Leucin Hydrochinon m/L00 
263a | 16 Isoleucin m m/100 
264 43 Leucin Resorein m/100 
264a 43 : Tsoleucin m/100 
262 16 Leucin m/100 
262a 16 Tsoleucin m/100 
268 21 : Leucin m/100 
268a 21 Isoleucin m/100 
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* Schwach durchliiftet. 
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e Brenzeatechinderivate sind. 


1/10 Substrat und 10 cem Pufferlésung. 





Ammoniakausbeute bei Py (ecm n/50 HCl) 
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2. Versuche mit Katalysatoren, die nicht Brenzkatechinderivate sind. 


Tabelle II zeigt, daB auch Hydrochinon, p-Chinon und Homo- 
gentisinsaure, die sich bei py 6 bis 8 unwirksam erwiesen hatten, bei 
pu 9,5 bis 11 Glykokoll oxydativ zu desaminieren vermégen. Die 
NH,-Ausbeute ist freilich im Vergleich zu den in Mitteilung IIT be- 
handelten Katalysatoren nur gering. 
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r' —— . Abb. 1. 
| Katalyse der oxydativen 
7} eal Desaminierung des Glykokolls. 
+ Hydrochinon(Versuch 22) 
6 | C Resorein (Versuch 260), 


+ Homogentisins&ure (Ver- 


such 272), 


Verbrauch "Iso HL 


= Protocatechusiure (Ver- 














¥ i } | | 4 such 270), 
j a Pyrogallol (Versuch 271), 
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Bei Verwendung verschiedener Aminosaéuren als Substrat sinkt 


auch hier die Ausbeute an NH, in der Reihe 
Glykokoll >Serin >Phenylaminoessigséure, «-Aminobutterséure, 
Leucin >Isoleucin, Valin. 
Uberraschend war bei Fortfiihrung der Versuche, daB auch Phloro- 
glucin bei optimalem py auf Glykokoll (bis 12°, der méglichen Ausbeute) 
und Serin (bis 6°) eine, wenn auch schwache Wirkung im Sinne oxy- 
dativer Desaminierung hat. 

Am erstaunlichsten aber war die Wirkung von Resorcin in alkalischem 
Medium. Wie Tabelle II zeigt, ist Resorcin in alkalischem Medium 
(etwa pa bis 12) deutlich als Muttersubstanz eines Katalysators 
oxydativer Aminosiuredesaminierung wirksam. Die erzielten NH,- 
Ausbeuten erreichen gelegentlich fast die héchsten mit Oxyhydrochinon 
erreichten, das sich nach unseren bisherigen Erfahrungen unter Beriick- 
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sichtigung des gesamten bisher gepriitten py-Bereiches als wirksamster 
Katalysator oxydativer Glykokolldesaminierung bewahit hatte. 

Die Kurve der Desaminierung zeigt bei Glykokoll-Resorcin- 
Ansitzen fast stets (s. Tabelle IT und Abb. 1) ein Ansteigen der Am- 
moniakausbeute bis zur héchsten angewendeten Alkalitét (py 12,0), 
wahrend bei Serin-Resorcin-Ansatzen der Kurvengipfel meist bei etwa 

















er T — 7 
} Abb. 2. 
| 
i } ; Katalyse der oxydativen 
| | ¢ Desaminierung des Serins 
, 
y| ; | e Hydrochinon (Ver- 
. | such 258), 
< ‘ | | ) == Resorein (Versuch 259), 
iS | | | + Homogentisinsiure (Ver- 
S| such 272), 
aii + = Protocatechusiure (Ver- 
| | to | ¢ ' such 270), 
| ; | A = Pyrogallol (Versuch 271), 
x — | i ° | + = Phloroglucin. 
a EEO 
[ty @ I 70 17 4 GS 145. 
7% yor 


pu 11,0 liegt. Bei noch héherer Alkalitét (manchmal schon bei py 12) 
sinkt auch bei Glykokoll die NH,-Ausbeute!. 

Die héchste Ausbeute betrug im Glykokcll-Resorcin-Ansatz. bisher 
bei 40 Stunden Dauer und py 10,5 50°, im Serin-Resorcin-Ansatz, 
iiber 25°, der maximal méglichen Ausbeute. Nur in ganz geringem 
MaBe wird Phenylaminoessigséure, «-Aminobuttersiure und Leucin 
bei unserer Versuchsanordnung desaminiert, nicht merklich Tsoleucin und 
Valin, wenn Resorcin als Katalysatormuttersubstanz verwendet wird. 

Dieses Ergebnis ist deshalb so erstaunlich, weil die bisherigen 
Untersuchungen (Mitteilung I bis IIT) gelehrt hatten, daB die Wirk- 
gruppe der bisher untersuchten Katalysatoren oxydativer Aminosiure- 
desaminierung die o-Chinongruppe ist. Die Katalysatorwirkung von 
p-Chinon und seiner Muttersubstanz Hydrochinon, die in ihrer des- 
aminierenden Wirkung quantitativ identisch sind, und der Homo- 
gentisinséure sind versténdlich unter der Voraussetzung, da die 
p-Chinongruppe bei der Katalyse oxydativer Aminoséuredesaminierung 
ahnlich, wenn auch quantitativ schwacher (kleinere Reaktionsgeschwin- 
digkeit) wirkt wie die o-Chinongruppe. 

Von diesen Gesichtspunkten aus ist zunichst die hochgradige 
Wirksamkeit des Resorcins als Katalysatormuttersubstanz oxydativer 
Aminoséuredesaminierung nicht ohne weiteres verstandlich. 


1 Uber die Abhangigkeit des px-Optimums von der Durchliiftungs- 
starke siehe die dritte Mitteilung. 














70 B. Kisch: 


Im Endergebnis entspricht die Wirkung des Resorcins bei de; 
oxydativen Desaminierung von Aminosaéuren durchaus der der Brenz- 
katechinderivate beziiglich der auftretenden Spaltprodukte. 

Phenylaminoessigséiure ergibt z.B. bei der Desaminierung bei An- 
wendung von Resorcin, wie von Oxyhydrochinon als Zersetzungsprodukt¢ 
Benzaldehyd, Nit1,, und CQO,, wie dies auch bei Anwendung von wirksame: 
o-Chinonen als Katalysatoren der Fall ist’; Leucin ergibt fliichtige, noc} 
nicht genauer untersuchte Stoffe, vom Geruch niederer Fettsauren. 

Resorcin und Phloroglucin als Muttersubstanzen chinonartiy 
wirkender Katalysatoren sind deshalb so bemerkenswert, weil Meta. 
Benzochinone bisher nicht erwiesen sind und ihre Existenzméglichkeit 
aus theoretischen Griinden sehr zu bezweifeln ist. 

Trotzdem ist die Wiikung von Resorcin als Muttersubstanz eines 
chinonartig wirkenden Katalysators oxydativer Glykokoll- und Serin- 
desaminierung experimentell durch unsere Versuche erwiesen (s. Abb. | 
und 2). Die Reihenfolge der Desaminierbarkeit verschiedener Amino- 
sauren durch Resorcin ist wieder die Reihe 

Glycin >Serin >Phenylaminoessigsiure, «-Aminobuttersaure, 

Leucin, 
wie bei Verwendung der untersuchten o-Chinone und p-Chinone. Die 
Zerfallsprodukte bei der Desaminierung von Phenylaminoessigséure 
und Leucin sind, wie eben erwahnt wurde, soweit bisher untersucht, 
die gleichen bei Resorcin wie bei Chinonen als Katalysatoren oxydativer 
Aminosiuredesaminierung. 

DaB Resorcin in jenen Proben (py 9 bis 12), in denen es als Kata- 
lysator oxydativer Aminoséiuredesaminierung wirkt, chemisch ver- 
andert ist, gelit schon aus der Fai banderung gegeniiber jenen Ansatzen 
(pu 6 bis 8) hervor, in denen es nicht entsprechend wirkt. 

Uber die Art der Umwandlung des Resorcins in einen wirksamen 
Katalysator oxydativer Desaminierung kénnen zunichst nur Vermutungen 
geiuBert werden. 

1. kénnte das Resorcin auf dem Wege iiber die Bildung von Oxy 
hydrochinon umgewandelt werden. Dafiir sprache vor allem die hohe 
NH,-Ausbeute bei Resorcinansatzen, die jene aller anderen Katalysatoren, 
mit Ausnahme des Oxyhydrochinons, iibertrifft. Dafiir sprache auch die 
Lage des py-Optimums, das bei Resorcin wie bei Oxyhydrochinon bei 
pu = 11 noch nicht tiberschritten ist. Dagegen spricht aber entscheidend 
die véllig verschiedene Wirksamkeit von Resorcin und Oxyhydrochinon 
als Katalysator oxydativer Desaminierung von Glycylglycin, wortiber di 
nachste Mitteilung genaueres berichten wird. > 

2. Da Metadioxybenzole bekanntermaBen? eine Neigung zum Uber 
gang in alizyklische Verbindungen haben, auch in solche von Diketo 
charakter, so kénnte eine solche Umwandlung vorliegen und das alizyklische 


' Diese Zeitschr. 244, 447, 1932. 
2 Vgl. Meyer u. Jacobson, Lehrb. d. org. Chem. 2, 1, 8. 413ff.; Beilstei: 
Handb. 7, 554 ff. 
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keton in Hinsicht auf die Katalyse oxydativer Aminosiuredesaminierung 
nlich wie ein o-Chinon wirken. Diese Erklarung scheint nach dem bis- 
igen Ergebnis der Untersuchungen am wahrscheinlichsten. 

Von Stoffen solcher Art, die bekannt sind, sei z. B. an das Dihydro- 
sorein CO 


H.C, SCH, 


| 
HC CO 


nd ahnliche erinnert!. CH 

Da aber das Phloroglucin die Neigung zu ahnlichen Umwandlungen in 
noch héherem Grade hat als Resorcin, als Katalysatormuttersubstanz bei 
der oxydativen Aminosiuredesaminierung aber nur viel schwacher wirksam 
st als Resorcin, so ist es trotzdem fraglich, ob die zu 2. erwihnte Méglichkeit 
bei den untersuchten Vorgingen eine Rolle spielt. 

Andere spekulativ ermittelbare Moéglichkeiten zu diskutieren, hat 
zunachst ohne experimentelle Stiitze kaum viel Zweck. 

Es sei aber in diesem Zusammenhang betont, da8 sich Orcin im Gegen- 
satz zu Resorcin als Katalysator oxydativer Aminosduredesaminierung bei 
vu 6 bis 12 als véllig unwirksam erwies. Dies zeigt wiederum, wie stark 
durch eine Hemmgruppe die Katalysatoreigenschaften des Katalysator- 
molektils beeinfluBbar sind. 


Zusammenfassung. 

Die bei friiheren Untersuchungen als Muttersubstanz von Kata- 
lysatoren oxydativer Aminoséuredesa minierung bei py 6 bis 8 unwirksam 
gefundenen: Hydrochinon, p-Chinon, Protokatechusiure, Pyrogallol, 
Phloroglucin und Homogentisinsiure, erwiesen sich bei px 9 bis 12 
des Reaktionsgemisches doch, wenn auch nur schwach, wirksam. 

Sehr stark wirksam erwies sich bei py 9 bis 12 Resorcin, das bei 
unserer Versuchsanordnung bis 50°, der optimal méglichen Glykokoll- 
NH,-Ausbeute ergab. 


+ P . . _ . . 

In Ubereinstimmung mit den Erfahrungen der zweiten und dritten 
Mitteilung zeigen auch fiir alle neuerdings gepriiften Katalysatoren 
die untersuchten Aminoséuren beziiglich ihrer Desaminierbarkeit in 


tallender Reihe folgende Ordnung: 
Glycin >Serin >Phenylaminoessigséure >Leucin. 

Kaum oder nur spurenweise desaminiert werden unter den 
gegebenen Versuchsbedingungen von den neu gepriiften Katalysatoren: 
z-Alanin, «-Aminobuttersaure, Valin, Isoleucin. 

Keine merkliche oder nur sehr geringe Desaminierung bei irgend- 
einer der gepriiften Aminosduren gaben als Katalysatormuttersubstanz 
bei unserer Versuchsanordnung Orcin (bemerkenswert gegeniiber 
Resorcin!), Isatin, Alloxan und Athylenglykol. 


1 Siehe FuBnote ? auf vor. Seite. 

















Zur Kinetik der Fumarase. 
(Vorlaufige Mitteilung.) 
Von 
Kurt P. Jacobsohn. Joao Tapadinhas und Fernando Belo Pereira. 
(Aus dem Institut Rocha Cabral, Lissabon.) 
(Eingegangen am 29. Mdrz 1932.) 
Von einer Reihe von Forschern! ist in den letzten Jahren die 


biologische Aufgabe der Fumarase aufgeklart und ihre enzymatische 
Wirkungsweise in der tierischen und pflanzlichen Zelle sichergeste||t 


worden. Aus den Beobachtungen ergibt sich, daB die Fumarase die 


Kinstellung eines fermentativen Gleichgewichts zwischen ihren Sub- 
straten, der Fumarsdure und der 1-Apfelsiure, vermittelt. Gegenstand 
der vorliegenden Arbeit ist es, Vergleiche tiber den Grad der biochemi- 
schen Hydratisierung des Fumarats bzw. der Wasserabspaltung aus 
dem Malate unter verschiedenen Versuchsbedingungen anzustellen. 
Es gelang nicht, durch physikalisch-chemische Einfliisse die Gleich- 
gewichtslage zu verandern; von der Fumarsaure wie der Apfelsiure 
aus verliuft die Reaktion immer derart, daB das Verhaltnis der Re- 
aktionsprodukte in der Gleichgewichtslage praktisch konstant_ ist 
Fiir ein Fumarasepraparat aus Kaninchenleber wurde z. B. in einer 
groBen Reihe von Versuchen der Gleichgewichtsquotient : 


Py Mol 1-Apfelsaure 


Mol Fumarsdure 


zu 4,9 ermittelt. Wie zu erwarten war, blieben Anderungen der Ferment- 
konzentration, des px, der Temperatur®, sowie der Zusatz von an- 
organischen Aktivatoren in Form von Phosphaten® ohne EinfluB auf 
die Gleichgewichtslage; bemerkenswerterweise wurde diese auch nichit 
durch Anderung der Substratkonzentrationen im Bereich einer 1/,°/,igen 
bis zu einer 7,5°,igen Lésung verschoben, eine Beobachtung, die im 
Gegensatz zu den bei anderen enzymatischen Gleichgewichten (Glucosi- 
dasen, Lipasen) ermittelten Verhaltnissen steht. Dagegen scheint 


1 Siehe bei K. P. Jacobsohn, diese Zeitschr. 234, 401, 1931; 248, 1, 1931. 

2 Die Energieverschiebungen im System Fumarséure <> Apfelsaur 
sind bekanntlich ganz unbetrachtlich. 

3 Siehe P. W. Clutterbuck, Biochem. J. 21, 512, 1927; 22, 1193, 192s 


P. 


aie V 
scher 
mech 
z. B. 
ler | 
1.9 f 
das | 
dem 
hefe. 
schie 
Fum 
Gleit 
Bakt 
beric 


die 
Amr 


keit 
Arbe 
hyd 
Verl 
Ube 
im 
Hud 
Ub 
beke 
Best 
wide 


wur 
Eins 
an | 
jewe 
der 
des 


wen 





die 


che 


ellt 


die 


ub- 
and 
mi- 
aus 
len 

ich- 
ure 


Re- 


P. Jacobsohn, J. Tapadinhas u. F. B. Pereira: Kinetik d. Fumarase. 73 


die Wah] des Enzympraparats den Gleichgewichtsquotienten in spezifi- 
scher Weise zu beeintlussen, so daB Riickschliisse auf den Stoffwechsel- 
mechanismus der verschiedenen Zellen gegeben sind. Wir beobachteten 
z. B. fiir verschiedene Organe desselben Kaninchens eine Verschiebung 
ler Gleichgewichtskonstanten von 3,9 fiir die Muskelfumarase bis zu 
1.9 fur die Leber. Bei vegetabilischen Fermentpraparaten fanden wir 
das Verhaltnis der Reaktionsprodukte im Gleichgewicht zu 4,7 unter 
dem Einflu8 von Erbsenfumarase, und zu 1,9 in Gegenwart von Trocken- 
hefe. Eine Beeinflussung des Quotienten scheint auch durch ver- 
schiedene Behandlung des Fermentmaterials bei ein und demselben 
Fumarasepraparat mdglich; iiber diese Verhaltnisse sowie tiber die 
Gleichgewichtslage in Gegenwart verschiedener Gewebe und auch 
Bakterien gedenken wir, in der folgenden ausfiihrlichen Arbeit zu 
berichten. 

Die biochemischen Umsetzungen wurden in allen Versuchen durch 


die polarimetrische Bestimmung der |-Apfelsiure in Gegenwart von 


{\mmonmolybdat in essigsaurer Lésung verfolgt. 

AuBerdem wurden Untersuchungen iiber die Reaktionsgesch windig- 
keit im System der Fumarase angestellt. Schon in einer friiheren 
Arbeit war festgestellt worden, daB die Reaktionsordnung dieses 
hvdratatischen Systems, im Gegensatz zum pseudo-mono-molekularen 
Verlauf hydrolytischer Fermentprozesse, echt mono-molekular ist. 
Uber die Geschwindigkeit mono-molekularer chemischer Vorgange, die 
im Gleichgewicht enden, sind die kinetischen Untersuchungen von 
Hudson' iiber ,,die Multirotation des Milchzuckers‘‘ und von Henry? 
,.Uber die wechselseitige Umlagerung der Lactone und der Oxysiuren“ 
bekannt. Die von diesen Forschern ermittelte Reaktionsgleichung zur 
Bestimmung der Geschwindigkeitskonstanten der beiden einander 
widerstrebenden Reaktionen: 


a 1 k.a 
pike, Be Mee CO 


wurde auf das enzymatische System der Fumarase angewendet. Durch 
Einsetzung der beobachteten Drehungen: r, fiir die anfangliche Menge 
an Substrat: a, r, fiir die Gleichgewichtskonstante: k und r fiir die 
jeweils in der Zeit t umgesetzte Menge zx ergibt sich unter Umformung 
der Reaktionsgleichung fiir die Summe der Geschwindigkeitskonstanten 
des Hydratisierungs- bzw. seines Reversionsprozesses : 
ee SP a dee. 9 
t lao—? 


wenn Fumarsaure als Ausgangssubstrat dient. 


1 C.S. Hudson, Zeitschr. f. physik. Chem. 44, 487, 1903. 
2 P. Henry, ebendaselbst 10, 96, 1892. 
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Zur experimentellen Bestatigung der Giltigkeit dieser Formel be; 
der enzymatischen Hydratisierung der Fumarsiure wurden die Fort- 
schritte dieses Prozesses mit der Versuchszeit durch fortlaufende Be- 
stimmungen der gebildeten |-Aptelsiure verfolgt. Die Versuchslésuny 
enthielt 2°,, des Substrats als Na-Salz und 30°, an Kaninchenlebersaft 
der durch Mazeration dieses Organs mit Acetatpuffer und darauffolgend« 
Zentrifugation hergestellt worden war. In einem Versuch wurden bei 37° 
durch die Polarisierung aliquoter Flissigkeitsmengen in bestimmten 
Zeitintervallen folgende Daten ermittelt: 





: * <9 log Ye Ky + Ky * 
Min. fe 
5 + 9,9° + 6,2° 0.058 87 0.011 77 
10 + 1.6 + 5.5 0,110 90 0.011 09 
20 + 2.85 + 4,25 0,222 87 0,011 14 
35 + 4,25 + 2.85 0,396 42 0,911 33 
45 +48 + 2,3 0,489 53 0.010 88 
65 + 5,75 + 1,35 0,729 93 0,011 09 
85 + 6,35 0,75 0,976 20 0,011 48 
Im Mittel: 0,011 25 
(rv. = + 7,1°; ro 0°), 


* Die abgelesene Drehung wurde um den Wert der Eigendrehung der Versuchslisung 
korrigiert. 

** Die Werte fiir A, + Ky wurden mit Briggschen Logarithmen berechnet. 

Es ergibt sich aus diesen Versuchen, wenn man die Genauigkeits- 
grenze der Methodik in Betracht zieht, fiir die gesamte Versuchsdauer 
eine weitgehende Konstanz der Summe der Geschwindigkeitskonstanten, 
welche die oben zitierte Reaktionsgleichung bestatigt. Die Einzel- 
konstanten kénnen dann aus dem Mittelwert ihrer Summe: A, + A, 

0,01125 und dem bekannten Gleichgewichtsquotienten k = 4,9, 
. der dem Verhaltnis der Geschwindigkeitskonstanten A,/K, gleich ist, 
berechnet werden. So ist in dem mitgeteilten Versuch die Geschwindig- 
keitskonstante des Hydratisierungsprozesses K, = 0,009343 und die 
Konstante der Reversion A, = 0,001907. 

Es muB jedoch festgestellt werden, daB sich bei anderen Ver- 
suchen ein leichter ,,Gang‘* der Konstanten beme:kbar machte. 
Es soll dariiber noch ausfiihrlich .berichtet werden; insbesondere ist 
fiir aen weiteren Verlauf der Untersuchungen geplant, den Einflu 
verschiedener physikalisch-chemischer Faktoren auf die Reaktions- 
konstanten zu beobachten; vor allem soll ermittelt werden, cb etwa 
Veranderungen der Substratkonzentrationen auch im Faile dieses echt 
mono-molekularen Vorganges die Reaktionsgeschwindigkeiten beein- 
flussen, wie dieses 2. B. bei der pseudo-mono-molekularen Rohrzucker- 
inversion durch Saccharase beobachtet wurde. 
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Bemerkungen iiber Lipasebestimmungen in Fermentpraparaten. 


Von 
B. Umsehweif. 


\us dem Medizinisch-Chemischen Institut der Universitat Lwow (Lemberg).] 
(Eingegangen am 30. Mdrz 1932.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Die hier mitgeteilten Erfahrungen sind im Laufe von Untersuchungen 
gewonnen worden, in welchen Pankreaspraparate auf ihren Ferment- 
gehalt laufend untersucht worden sind: iiber einige Ergebnisse dieser 
Untersuchungen ist in einer friiheren Mitteilung (1) berichtet worden. 
Die wichtigsten Punkte, zu denen wir damals gelangt sind, waren die, 
daB kein einziges Pankreaspraparat des Handels an proteolytischer 
und lipolytischer Wirksamkeit das Acetontrockenpraparat aus Schweine- 
pankreas nach Willstdtter und Waldschmidt-Leitz (2) erreicht und daB 
einige dieser Praparate, wie sie im Handel vorkommen, eine ver- 
schwindend geringe Wirksamkeiv haben; ferner daB es keine Praparate 
gibt, deren Aktivitat gegen die Vernichtung durch saure Reaktion 
(pu 2) widerstandsfahig ware. Wir haben uns bei jenen Unter- 
suchungen bemiht, die Bestimmungsmethoden an die Methode von 
Willstatter, Waldschmidt-Leitz und Memmen (3) anzuschlieBen, und die 
Fermentwerte der Praparate in den Einheiten der Wollstdtter-Schule 
auszudriicken: bei der Durchfiihrung dieser Absicht wurden manche 
Schwierigkeiten autgedeckt, und solche ergaben sich uns auch bei der 
Uberlegung der Arbeiten von ©. A. Rojahn und J. A. Miiller (4) (5) (6), 
welche albnliche Zielé wie wir verfolgten, aber in manchen Punkten zu 
anderen Resultaten und Deutungen gelangten. Diese Schwierigkeiten 
und Widerspriiche sollen den Gegenstand dieser Arbeit bilden. 

Die Methode der Lipasebestimmung in Pankreaspriparaten von 
Willstdtter, Waldschmidt-Leitz und Memmen war von diesen Forschern 
zu dem Zweck ausgebildet, um bei fortschreitender weitgehender 
Reinigung ihrer Lipasepraparate eine zuverlassige Messung der Wirk- 
samkeit dieser Priparate méglich zu machen. Ihre Eignung fir die 


Messung von Praparaten, deren Aktivitat mit der des Acetontrocken- 
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praparates beginnend bis auf das 300fache des Ausgangsmateria|s 
gesteigert wird, ist nicht in Zweifel zu ziehen; dagegen kann man di 
Frage stellen, ob sie auch fiir die Messung von solchen Praparatey 
geeignet ist, deren Aktivitét Zehntel und Hundertstel des Aceton 
trockenpraparates betraigt: und in diese Klasse gehéren viele Praparate 
des Handels. Die Anwendbarkeit der Methode von Wéillstdtter, Wald 
schmidt-Leitz und Memmen auf schwache und sehr schwache Praparat: 
und die Bedingungen dieser Anwendbarkeit sollen hier erértert werden: 
insbesondere, weil Rojahn und Miiller in dieser Frage groBes Gewicht 
auf u. E. unwesentliche Punkte gelegt haben, und dabei, wie wii 
glauben, vielleicht wesentlichere Punkte verkennen. 

Die Methode von Willstdtter, Waldschmidt-Leitz und Memmen be- 
steht bekanntlich darin, daB man unter genau festgelegten Bedingungen 
der maximalen Aktivierung und bei im Laufe der Verseitung wechselnder 
Wasserstoffzahl 2,5 g Olivenél (Verseifungszahl] 185,5) verseift und als 
Lipaseeinheit diejenige Fermentmenge bezeichnet, welche in 1 Stunde 
24° dieser Olmenge spaltet. Die Beziehung zwischen dem Ver- 
seifungsgrad (< 24°.) und der Zahl (Bruchzahl) der Lipaseeinheiten 
ist in einer Kurve festgelegt, aus der man nach Bestimmung des 
Verseifungsgrades die Zahl der Lipaseeinheiten ablesen kann. Nun 
ist aber diese Kurve nur in vier Punkten festgelegt, die durch Gerade 
verbunden sind: womit die Autoren doch sicherlich nicht gemeint haben, 
daB die Beziehung Verseifungsgrad : Lipaseeinheiten durch eine Folge 
gebrochener Geraden dargestellt wird. Fir ihre Bestimmungen war 
dieses Verfahren véllig berechtigt; wenn aber Rojahn und Miiller 
diese Geraden', welche wenige zufallig bestimmte Punkte verbinden, 
genau nehmen, in Gleichungen ausdriicken und aus diesen Gleichungen 
Lipaseeinheiten auf dritte Dezimalen genau berechnen, so liegt darin 
eine Verkennung dessen, was diese Kurve eigentlich bedeutet. 

Rojahn und Miiller wenden gegen unsere friiheren Versuche ein, 
daB wir — bei Anwendung eines Olivenéls von anderer Verseifungs- 
zahl — die Berechnung nach Willstdtter angewandt haben, und machen 


1 Es muB dabei bemerkt werden, da®B der in der Arbeit von Rojahn 
u. Miiller (4) auf Abb. 2 wiedergegebene Linienzug weder den Zahlen von 
W illstatter, Waldschmidt-Leitz und Memmen, noch der von ihnen entworfenen 
Abbildung entspricht, und auch nicht auf neue Bestimmungen von Rojahn 
und Miiller gestiitzt ist, sondern eine Glaittung der Originalvorlage darstellt, 
die sie linear macht, wo sie es gar nicht ist. AuBerdem ist zu bemerken, 
daB die fiir den als linear angenommenen Teil der Kurve (zwischen 7,4 


Y — 5,46 
und 24°, der Fetthydrolyse) berechnete Gleichung x = 18.55 nicht 
stimmt. Wenn wir diesen Teil der Kurve (d. i. 0,13 bis 1,0 Lipaseeinheiten) als 
Y — 4,86 


linear betrachten diirfen, dann ware seine Gleichung x = 


19,14 
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sich selber von den Schwankungen der Verseifungszah] dadurch frei, 
daB sie an Stelle des Spaltungsgrades die Menge der aus 2,5 g Olivendé] 
abgespaltenen Fettsdéuren in 1/,9999 Aquivalenten einsetzen. Dieses 
Verfahren ist zu mindesten mit dem Willstdtterschen nicht identisch, 
wenn es ihm auch innerhalb der Fehlergrenzen der Methode sehr nahe 
kommen mag; ebenso nahe — bei Anwendung einigermaBen sauberen 
Olivenéls — wie man auch bei Vernachlassigung der Verseifungszahl 
gelangen kann. Wir haben uns iiberzeugt, daB bei Anwendung ver- 
schiedener Proben von Olivenél und des gleichen Fermentpraparates 
keine deutliche Beziehung zwischen der Verseifungszahl und den in 
gleichen Mengen Fermentpraparat ermittelten Lipaseeinheiten besteht. 
Auf eine Reihe von Faktoren, von welchen diese Bestimmungen ab- 
hingen, und auf den relativen Genauigkeitswert der Bestimmungen 
werden wir im folgenden eingehen. 


Materialien und Methode. 


Die Pankreaspraparate: Praiparat A aus 250 g Schweinepankreas' 
mit Aceton und Ather am 9. November 1931 dargestellt; Praparat B: 
aus derselben Menge mit Alkohol + 25g Tannin sowie Alkohol und Ather 
am 9. November dargestellt; Praparat C: nach 7 Tagen bei 0° wie A ver- 
arbeitet. Das Oliven6l: es wurden drei Proben von franzésischem Oliven6l 
(Nr. 1, 4, 5), ein italienisches (Nr. 2), ein palastinensisches (Nr. 3), sowie 
zwei Proben (Nr. 6, 7) nicht genau bekannter Provenienz verwendet. 





Nr. 1 2 3 4 5 6 7 


Verseifungszahl .... . . 188,6 187,3  186,8  187,7 | 189,2, 190,0 187,8 
Der Verseifung von 2,5 ¢ ent- 

sprechen cem 0.2n KOH 42,10 41,80 41,70 41,88) 42,22 4241 41,91 

Fermentpriparat und Olivenédl wurden auf der analytischen Waage 
abgewogen, die Pufferlésung und Aktivatoren (Albuminlésung oft frisch 
zubereitet) abgemessen, die Ansatze in Erlenmeyer-Koélbchen mit ein- 
geschliffenen Stépseln nach der Vorschrift von Wéillstdtter, Waldschmidt- 
Leitz und Memmen geschiittelt und dann in einem rotierenden Stativ mit 
schief gestellter Achse im Wasserbad in Bewegung gehalten. Im iibrigen 
wurde ganz genau nach der Originalvorschrift gearbeitet. 


Verseifungsgrad und Verseifungszahl, 


Die Beziehung zwischen der Verseifungszahl] des Oles und dem an 
diesem 0] mittels des gleichen Fermentpraparates erzielten Verseifungs- 
grad ergibt sich aus der nachfolgenden Zusammenstellung, in welcher 
auch die sich ergebenden Lipaseeinheiten nach Willstatter, Waldschmidt- 
Leitz und Memmen verzeichnet sind. Diese Lipaseeinheiten sind nicht 


? Sofort nach Tétung der Tiere in Eis verpackt und in etwa | Stunde 
verarbeitet. 
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graphisch interpoliert, sondern aus der Gleichung fiir den linearen 
Abschnitt der Beziehung berechnet, die sich nach den Zahlen diese: 
Y —5,87 __.,, our 
Forscher zu x = zwischen 13,1 und 24°, der Verseifung er- 
18,13 

gibt. Es ist daraus zu ersehen, daB keine deutliche Beziehung zwischen 
Verseifungszah] und Verseifbarkeit durch ein gegebenes Priaparat 
besteht, und wenn die Ole Nr. 6 und 7 aus der Reihe fallen, trotzdem 
Nr. 6 an Verseifutngszahl Nr. 5 und Nr. 7 — Nr. 4 und 5 sehr nahesteht, 
so wird man den Grund dafiir in anderen Umstanden suchen, etwa in 
einer Beimischung anderer Ole, die — wie schon Willstdtter, Waldschmidt- 
Leitz und Memmen bemerkt haben — nicht an Stelle von Olivendé! 
verwendet werden diirfen. Es ergibt sich aber dabei auch, daB man sich 
hiiten muB, selbst bei Anwendung ganz zuverlassigen Oles die Lipase- 
einheiten auf mehr als die erste Dezimale genau angeben zu wollen, 
denn bei Anwendung eines anderen Oles kann die Zah] der Lipaseein- 
heiten in der zweiten Dezimale ganz anders ausfallen. 


Tabelle I. 





Ol | \ eifangs- —_ - Prigeeste 4 Atach | Stunde, | SPeltung cn ca 
Nr. a g mg inecm 0,2n KOH %p einheit 
1 »,6 2,5 12,0 8,05 19,1 0,73 
2 37,3 2,5 12,0 8,20 19,6 0,75 
3 86,8 2.5 12,0 7,90 18,9 0,72 
4 1 87,7 2,5 12,0 7,85 18,6 0,70 
5 ‘89,2 2,5 12,0 8,25 188 | 0,71 
6 190,0 2,5 12,0 7,37 17,3 | 0,63 
7 187,8 2.5 12.0 8.85 211 | 0,84 


Die ermittelten L.-E. sind Mittelwerte einiger Bestimmungen, mit 
einem méglichen Fehler von + 0,02 (Spaltungsgrad + 0,3). 


Verseifungsgrad und Lipasemenge. 


Wir haben die Beziehung zwischen dem Verseifungsgrad und Lipase- 
menge unter den von Willstdtter, Waldschmidt-Leitz und Memmen an- 
gegebenen Bedingungen neu bestimmt: es wurden dabei steigende 
Mengen des Pankreaspraparates A und das O01 Nr. 1 und 2 verwendet. 
Die von uns bestimmten Punkte sind in der Tabelle II eingetragen. 
Sie sind ferner in der Abb. 1 eingetragen und in der Abb. 2 mit den 
Punkten von Willstdtter, Waldschmidt-Leitz und Memmen zusammen- 
gestellt. Nach dem Verlauf der Kurve in Abb. 1 wird man annehmen, 
daB 18 mg Praparat eine Lipaseeinheit enthalten. Der Verlauf der 
Kurve ist, wie man ja von vérnherein erwarten konnte, stetig und 
lineere Abschnitte sind darin nicht zu unterscheiden, sofern man nicht 
ein bloB angenahertes Bild haben will. 
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- Tabelle Ila. 
PY 
Menge des Sdurezuwachs Spaltung Menge des Sdurezuwachs Spaltung 
r- Priparats A in ecm (Ol Nr. 2) Priiparats A in ecm (OL Nr. 1) 
mg 02n KOH 9 mg 0.2n KOH O/, 
4 2,0 2,40 5,7 16,0 9,30 22,1 
at 4.0 3,75 8,9 18,0 9,60 22.8 
m 6,0 5,15 12,2 20,0 10,40 24,7 
t 8.0 6,40 15,2 22,0 10,90 25,8 
oe 10,0 7,05 16,7 24,0 11,25 26,7 
in 12,0 8,10 19,2 30,0 11,85 28,1 
'. 14,0 8,90 21,1 
| 
h Tabelle IIb. 
C~ . 
Spaltung Spaltung 
Menge A i = cem , a ha Menge A d= ccm ae 
“4 0.2n KOH sad ia 0,2n KOH (Ol Be. 3 
" mg 0 mg V9 
12,0 8,20 19,6 20,0 11,10 26,5 
16,0 10,0 24.0 24.0 11,50 27,5 
18,0 10,50 25,1 
ye % — 
28 } ‘ 28 —, 
| 
26 | : 26 
| re °A 
2¥ | sane 3 t ay © fh/¢) 
2 } i - 22 a, | 
| 
20} 20 4/3) — | 
} 
78 \ 78 | 
it % + % 
% . -—— tha ; | 
0/2) 
4 We}——-fr- | 
0 1” 
p. | 
i > / | 
he . ¢ (1) 
cand 6 | 
le 
4 ¥ + ¥ 
n. a 2 
nm a 0 —~ 
O¢ 8 Te 6 +20 MY 2 Si 0 Ge GY G6 G8 JO f2@ WwW WU 48 
- | omg Praporat A ef 
a. ILE 
7 Abb. 1. Abb. 2. 
d Lipasemenge (in Priparnt A) und Verseifungsgrad. 
1ismg A = 1 L.-E. (2mg A = 0,11 L.-E.). 
it Die numerierten Punkte (1 bis 5) beziehen sich 
auf das Priparat von Willstdtter, 
W aldschmidt-Leitz und Memmen. 
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Die Pankreaspraparate. 


Wir haben bemerkt, daB ein Acetonpraparat nach Willstdtter wid 
Waldschmidt-Leitz alle Handelspraparate an Verdauungswirkung iiber- 
trifft'. Vergleicht man mit diesem Praparat das Alkohol-Tannin- 
priparat B, so ergibt sich nach analogen Bestimmungen ein Lipase- 
wert 0,24, fiir das Praiparat C ein Lipasewert 0,2. Wir werden auf dic 
Frage der Bestandigkeit dieser Praparate noch spiter zuriickkommen. 


Die Faktoren, von welchen die Bestimmung der Lipasewerte abhdngt. 


Wenn man die Lipase in sehr schwachen Priparaten bestimmen 
will, so ergibt sich, daB ein 3 Minuten langes Schiitteln nicht geniigt, 
um eine maximale Verseifungswirkung zu erzielen: Schiitteln von iiber 
3 Minuten oder Stehenlassen nach dem Schiitteln (etwa 10 Minuten 
im Wasserbad) und Wiederaufnahme des Schiittelns kann dann héhere 
Lipasewerte ergeben. Wenn beim Schiitteln nach Willstdtter, Wald- 
schmidt-Leitz und Memmen nicht nach 3 Minuten die Bildung eine: 
gleichférmigen Emulsion erfolgt ist, so ist ein weiteres Schiitteln not- 
wendig, oder vielmehr, man hat den Versuch zu verwerfen und eine 
solche Fermentmenge in den Ansatz zu bringen, mit welcher die Emul- 
gierung tatsachlich stattfindet. Aus diesem Grunde sind auch Be- 
stimmungen im Gebiet von weniger als */, Lipaseeinheiten weniger 
zuverlassig und dies um so mehr, je kleiner der Lipasewert ist. Dies sei 
besonders im Hinblick auf die Tabelle IT in der Arbeit von Rojahn und 
Miiller (4) bemerkt. Auch in unserer Abb. 1 und 2 sind die Werte 
unterhalb der Abszisse 0,5 weniger zuverlassig. 


Aus demselben Grunde ergeben die Bestimmungen an schwachen 
Praparaten ganz allgemein zu niedrige Werte, wenn man sich an die 
Vorschrift von Willstatter, Waldschmidt-Leitz und Memmen genau halt. 
Wenn wir nun z. B. unser Praparat A durch ein festes Pankreaspraparat, 
welches durch mehrtagiges Erhitzen auf 100° inaktiviert worden ist, 
aufs Zehnfache verdiinnten, so ergab die Bestimmung einen Saurezuwachs 
von 5cem 0,2n KOH nach Zusatz von 120 mg des _,,verdiinnten” 
Praparates A,, wahrend den urspriinglichen 12 mg A ein Zuwachs von 
8,3 cem entsprach. Ein Zusatz von 150 mg Albumin zum Ansatz hatte 
keinen EinfluB. 


1 Rojahn u. Miiller schreiben (5), daB dies so zu erwarten war. Wir 


waren davon — in Anbetracht verschiedener Anpreisungen von Handels- 
praparaten — eigentlich iiberrascht. Auch in der Zusammenstellung bei 


Rojahn u. Miiller (4), Tabelle II, ist das Trockenpraparat wirksamer als 
andere Praiparate, aber der Lipasewert des von diesen Autoren dar- 
gestellten Pankreaspraparats ist sehr niedrig (Lipasewert 0,0525 bzw. 0,0238: 
Lipasewert unseres Praiparats A 0,55 bis 0,60). 
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Es ist selbstversténdlich, daB man bei zusammengesetzten Pra- 
paraten, welche wie manche Handelspraparate adsorbierende Stoffe, 
wie Kohle, oder besondere Aktivatoren, wie Gallenbestandteile, enthalten 

die Willstattersche Methode nicht ohne weiteres zur Bestimmung 
der Lipaseeinheiten verwenden kann: obwohl eine analoge Bestimmung 
ihrer fettverdauenden Wirkungen tunlich ware, so bedeutete sie doch 
etwas anderes als eine Lipasebestimmung nach Wéillstdtter, fiir die doch 
die Bedingungen ganz klar festgelegt sind. 


Uber die Bestandigkeit der Pankreasfermentprdparate. 


Willstatter, Waldschmidt-Leitz und Memmen haben auf den Aktivi- 
titsverlust der Pankreasfermentpraparate mit der Zeit aufmerksam 
gemacht. Nach unseren Erfahrungen ist dieser Aktivitétsverlust an 
einem Acetonpraparat im Laufe der Jahre erheblich, an mit Alkohol 
bereiteten Praparaten gréBer, an tannierten Praparaten am gréBten. 


Lipasewerte. 





20. Mai 1930 20. Oktober 1930 30. Oktober 1931 15. Februar 1932 


Acetonpraparat . . . | 0,57 0,45 0,25 0,19 
Alkoholpraparat . . . 0,59 0,39 n. b. n. b. 
Tanniertes Praparat . 0,40 0,26 0,21 0,08 


Es muB mit gréBtem Nachdruck darauf hingewiesen werden, 
daB alle Pankreastrockenpraparate unbestandig sind und daB bis jetzt 
kein Mittel bekannt ist, um deren Aktivitaét zu erhalten. Dies ist auch die 
Ursache der so sehr wechselnden Beurteilung von Pankreaspraparaten 
durch verschiedene Untersucher, die sehr wesentlich davon abhangt, ob 
der betreffende Untersucher ein Praparat gepriift hat, das er frisch 
von der Fabrik bekommen hat, oder ein im Handel abgelagertes Pra- 
parat. Dieselbe Erfahrung haben auch Rojahn und Miiller (6) gemacht. 
Es ware wiinschenswert, daB Pankreaspraparate, die fiir den Handel 
und medizinische Anwendung bestimmt sind, datiert wiirden. 


Die Bestdéndigkeit von Pankreaslipase gegeniiber Sdurewirkung. 


Wir verweisen diesbeziiglich auf unsere friihere Mitteilung (1) 
und miissen die damals erhobenen Befunde aufrechterhalten. Der 
dort enthaltenen Beurteilung der einzelnen Praparate haben Rojahn 
und Miiller (5) andere Bestimmungen entgegengestellt, aus welchen 
z. B. hervorgeht, daB ein bekanntes Handelspraparat seine lipolytische 
Wirkung nicht verliert, wenn zehn Tabletten mit etwa 50 com n/10 HCl 
digeriert werden. Da dabei das py 5,2 betraigt, so zeigt dieser Versuch 
nur, daB dieses Praparat viel séurebindende Zusatze enthalt, beweist 
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aber nicht seine Bestandigkeit gegen Saurewirkung. Gegeniiber ein 
groBeren Menge derselben Saure hatte es sich wahrscheinlich wenige: 
bestandig erwiesen. Unsere These war nur die, daB es kein Mittel gibi, 
um die Pankreassubstanz gegen die Saéurewirkung zu stabilisiere: 
DaB man durch auBere Schutzhillen die Salzsiure vom Praparat 
fernhalten und kleine Siuremengen durch entsprechende Zusatze neu- 
tralisieren und dadurch unwirksam machen kann, das bezweifeln wi: 
nicht, aber das war auch nicht der Zweck unserer Untersuchung 


Literatur. 
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Chemische Studien an der menschlichen Haut. 


I. Mitteilung: 


Untersuchungen an der Leichenhaut, Kritik der MeBmethoden'. 


Von 
A. Nadel. 


Aus dem Medizinisch-Chemischen Institut der Universitat und der Derma- 
tologischen Mannerabteilung des Allgemeinen Krankenhauses in Lwow 


(Lemberg). | 


(Eingegangen am 30. Mdrz 1932.) 


I. 
Untersuchungen an der Leichenhaut. 

Der Zweck der hier mitgeteilten chemischen Untersuchungen an 
der menschlichen Leichenhaut war an erster Stelle, sich ein Bild iiber 
die Verwertbarkeit gewisser chemischer Methoden sowie ihre Genauigkeit 
zu verschaffen. An zweiter Stelle erst kénnen die an Leichen erhobenen 
Werte von einigem Interesse sein. Wir sind weit davon entfernt, auf 
Grund der an der Leichenhaut gefundenen Werte Schliisse tiber den 
Hautzustand beim lebenden Menschen zu ziehen. 

M.O., 28jahrige Frau, gestorben an Peritonitis diffusa. Die Leiche 
nicht 6dematés, von normalem Aussehen. Es wurden 22 Stunden nach 
dem Tode symmetrische Hautstiicke beider Oberschenkel entnommen 
und Wasser, Fett, fettfreie Trockensubstanz, Chlor, Gesamt- sowie Rest- 
stickstoff bestimmt. 

Der Zweck der gleichzeitigen Untersuchung zweier symmetrischer 
Hautstiicke war die Feststellung, ob eine Ubereinstimmung einzelner 
Werte zweier analoger Hautstiicke, die fiir das Auge keine gréberen 
Unterschiede aufweisen, vorhanden ist. Wahrend die Messung von 
Wasser, Fett, fettfreier Trockensubstanz und Gesamt-N beider Haut- 
stiicke fast identische Werte ergab, fand ich an dieser Leiche einen 
Unterschied der Chlorwerte, der ein wenig die Fehlergrenze iiberschritt ; 


1 Die zweite Mitteilung, betitelt ,,.Untersuchungen an der normalen 
und der pathologischen Menschenhaut“, erscheint im Arch. f. Derm. u. Syph. 
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der Rest-N hingegen erwies gewaltige Unterschiede (Nr. 1 der Tabelle | 
Die Untersuchung weiterer Fille ergab, daB dieser Unterschied de: 
Rest-N-Werte seinen Grund in der unrichtigen Zubereitung der Haut 
hatte. 


In dem hier angefiihrten Falle wurde Chlor in fettfreier Trockensubstanz 
nach Rusznyak und Kellner (1), der Gesamt-N ebenfalls in fettfreier Trocken 
substanz nach Kjeldahl im Apparat von J. K. Parnas und Wagner (2) 
bestimmt. Die Bestimmung des Rest-N erfolgte in fettfreier Trockensubstanz 
nach EnteiweiBung mittels 10°,ig. Trichloressigsiure. Ndaheres iiber diese 
EnteiweiBungsmethode sowie tiber die Bestimmung der Stickstoffwerte in 
fettfreier Trockensubstanz siehe Kapitel .,Kritik der Bestimmungs 
methoden“. 

N. A., 29jahrige Frau, gestorben an Lungenphtise. 11 Stunden nach dem 
Tode wurde ein Hautstiick der Gegend des linken FuBriickens entnommen 
Das Abpriparieren des subcutanen Fettgewebes konnte in diesem Falle 
fast ginzlich unterbleiben, da wie bekannt das Fettgewebe an dieser 
Stelle entweder ganz sparlich oder fast nicht vorhanden ist. Schon bei der 
Hautentnahme konnte festgestellt werden. daB die Haut stark wasserhaltig 
ist (Nr. 2 der Tabelle I). 

Zu Vergleichszwecken wurde in diesem Falle zur Bestimmung des 
Rest-N eine andere Methode verwendet, und zwar wurde hier der Rest-N 
in frischer Substanz durch EnteiweiBung mittels 10° ig. Phosphormolybdan- 
siure (Bang) bestimmt. Ich mache schon jetzt auf die Unterschiede im 
Gehalt an Rest-N aufmerksam, die wohl in der Art der EnteiweiBung 
gelegen sind. Diese Abhingigkeit der Rest-N-Werte der Haut von der Art 
der EnteiweiBungssubstanz hat ihre Analogie in den Untersuchungen von 
Hahn (3) sowie Feigl (4), die ahnliches im Blutserum beobachtet haben. 

Bei Durchsicht der unter Nr. 2 dieser Tabelle angefiihrten Zahlen 
sehen wir einen hohen Wassergehalt der Haut, eine Erhéhung des Cl, 
sowie eine starke VergréBerung des Rest-N, die unsere in normalen 
Hauten gefundenen Werte um das dreifache tibersteigt. 

Die Erhéhung des Cl-Spiegels ist in diesem Falle insofern interessant, 
als man heute Tbe-Kranke mit einer Cl-Anreicherung der Gewebe 
in Zusammenhang bringen will { Baer, Herrmannsdorfer und Kausch (5), 
Gerson (6), Sauerbruch (7) u.a.j. Ich werde dariiber ausfiihrlicher 
bei den Untersuchungen mehrerer Hauttuberkulosekranker berichten’. 

S. M., 28jahrige Frau, gestorben an Appendicitis gangraenosa. 1s 
wurden Hautstiicke der Flexorengegend des rechten Oberarmes sowie der 
Streckseite des rechten Oberschenkels entnommen (Nr. 3 der Tabelle 1). 

Wir werden in den Untersuchungen an am lebenden Patienten 
ausgestanzter Haut sehen, daB aie Wasserwerte der normalen mensch- 
lichen Haut Schwankungen, die bei demselben Individuum vom Orte 
der Hautentnahme abhingig sind, unterliegen. Auf Grund meiner 
Befunde an der normalen menschlichen Haut scllte der Wasserwert 
der Oberschenkelhaut héher als derjenige der Oberarmhaut sein. In- 


1 Siehe Arch. f. Derm. u. Syph. 
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dessen sehen wir in diesem Falle das umgekehrte Verhaltnis. Der 
veringere Wassergehalt der Oberschenkelhaut hangt hier mit dem 
roBen Fettgehalt der Haut zusammen, welcher den des Oberarmes 
fast um das vierfache iibersteigt. Auch das subcutane Fettgewebe 
war an dieser Leiche ungleichmaBig entwickelt. Wahrend die Fett- 
schicht des Oberkérpers ganz maBig war, fand ich das subcutane Fett- 
gewebe der Oberschenkel ganz enorm entwickelt. Es scheint also, 
daB ein Zusammenhang zwischen der Starke des subkutanen Fett- 
gewebes und der prozentualen Héhe des Hautfettes vorhanden ist. 

K.J., 66jahriger Mann, gestorben an Uleus pylori ruptum. 27 Stunden 
nach dem Tode wurden zwei Hautstiicke zweier korrespondierender Stellen 
der Gegend des Pectoralis maior entnommen. Gleichzeitig wurde das 
subcutane Fettgewebe entsprechender Hautstiicke untersucht (Nr. 4 und 4a, 
5 und 5a der Tabelle 1). 

In dem unter Nr. 4 angefiihrten Falle wurde der Rest-N in fettfreier 
Trockensubstanz durch EnteiweiBung mittels 10° ig. Phosphormolybdan- 
siure bestimmt. 

In dem unter Nr. 4a angefiihrten Falle wurde Cl sowie Rest-N ebenfalls 
in fettfreier Trockensubstanz bestimmt. daher diese verhaltnismaBig 
hohen Werte. 

Das entfettete und entwiisserte subcutane Fettgewebe enthdlt nichts 
mehr als Bindegewebsbiindeln und elastische Fasern, die von den untersten 
Teilen der Pars reticularis cutis ins Fettgewebe ziehen und die Fett- 
lippchen voneinander trennen. Da die Fetteinlagerung je nach der 
K6érperregion verschieden stark ist und auch individuellen Schwan- 
kungen unterliegt, ist auch die fettfreie Trockensubstanz des subcutanen 
Fettgewebes prozentual stark schwankend. Je gréBer und zahlreicher 
die Fettlappchen des subcutanen Fettgewebes sind, desto verhaltnis- 
maBig weniger fallt auf die fettfreie Trockensubstanz desselben. Reines 
Fett enthalt nur Spuren von N (siehe Kritik der Bestimmungsmethoden). 

In dem unter Nr. 5 angefiihrten Falle wurde Cl ebenfalls in fettfreier 
Trockensubstanz bestimmt. Der Rest-N wurde hier wie ersichtlich 
zweimal bestimmt. Bei EnteiweiBung der Trockensubstanz mittels 10° ig. 
Trichloressigséure resultierte ein Rest-N-Wert von 2,427°,,, der den nach 
EnteiweiBung mittels 10 °,,ig. Phosphormolybdansaure erhaltenen (0,380 ° ,,) 
mehr als sechsmal iibertraf. Man sieht, wie stark die Art der Gewebs- 
enteiweiBung die Resultate der Rest-N-Werte beeinflussen kann. Allerdings 
spielte hier auch die Bestimmung des Rest-N in Trockensubstanz eine 


groBe Rolle, da in frischer Substanz wie weitere diesbeziigliche Fille 
ergaben die Differenz der Rest-N-Werte nie so hoch ausfiel. 


In dem unter 5a angefiihrten Falle wurde der Rest-N in fettfreier 
Trockensubstanz durch EnteiweiBung mittels 10°,,ig. Phosphormolybdan- 
sdure bestimmt. 

Nach Durchsicht der bis jetzt erhaltenen Rest-N-Werte, die manch- 
mal sehr groBe Unterschiede aufweisen, miissen wir zum SchluB gelangen, 
dag der Rest-N der Haut eigentlich ein relativer Begriff ist. 
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Tabelle I. 





; , Fettfreie : : 
Nr. Wasser Fett | Cl (NaCl) Gesamt-N  Rest-N Anmerkung 
0 0 0 0 0 0 0), 0 
1 67,38 7,14 25,48 0,396 15,67 3,78 M. O., 9, 28 Jahre alt 


(0.504) rechter Oberschenk: 


67,35 7,14 25,51 0,344 15,48 4,53 Derselbe Fall: 


linker Oberschenke! 


(0,575) 

2 73,94 0,99 25,07 0,457 0,243 = =N.A., °, 29 Jahre alt 
(0 754) Fubriicken. 

3 66,72 3,29 | 29,99 0,250 S. M., °, 28 Jahre alt 
(0 412) Oberarm. 

61.69 11.05 97.35 0,259 Derselbe Fall: 

(0.428) Oberschenkel 

4 65,55 1,66 32.79 0,196 0,346  K.J., 4, 66 Jahre alt 
(0 323) Haut (rechte Seite). 

4a 32.72 | 55.15 12.13 0.275 0.177 Subcutanes Fettgewebe 
(0,453) 

5 65,97 142 3261 0,191 2,427 | Derselbe Fall: 
(0.314) 0.380 Haut (linke Seite.) 

Ba 31,86 55,76 12,38 0,254 0,221 | Subcutanes Fettgeweh 
(0,419) 


Unter Rest-N verstehen wir bekanntlich einen ganzen Komplex 
verschiedenartiger, teils bekannter, teils noch unbekannter Verbin- 
dungen. Die verschiedenen enteiweiBenden Methoden, wie Aufkochen 
der Substanz in Anwesenheit von Essigsiure, EnteiweiBen mittels einer 
Mischung von Essigsiure und Natriumacetat, mittels Trichloressigsaure, 
Phosphorwolfram- bzw. Phosphormolybdansiure geben verschiedene 
Rest-N-Werte, da die einen Mittel mehr, die anderen weniger die Eiwei8- 
abbauprodukte koagulieren. Wahrend z. B. das Aufkochen der Substanz 
in Anwesenheit von Essigsiure die héchsten Rest-N-Werte liefert, 
da hier nur EiweiB auskoaguliert wird, besitzen andere Methoden die 
Kigenschaft, auBer dem EiweiB auch manche EiweiBabbauprodukte, 
die ungebunden im Gewebe vorhanden sind, zu fallen. Um vergleichbare 
Zahlen zu erhalten, muB man selbstverstandlich sich. zu einer Methode 
entschlieBen. 

I. 


Kritik der Bestimmungsmethoden. 


Bevor wir auf Grund obiger Analysen irgendwelche Schliisse ziehen, 
méchte ich mich eingehender mit der Methodik einzelner Analysen, 
ibrer VerlaBlichkeit, sowie ihren Fehlergrenzen befassen. Sind doch dic 
Ursachen divergierender Ergebnisse chemischer Analysen oft in ver- 
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hiedenen Methoden der Verarbeitung des Materials, der Art der 
\laterialentnahme, ja nicht selten in den Bedingungen, unter welchen 
das Material von der Entnahme bis zur Verarbeitung sich befand, 
velegen. 

Uber die Wasserbestimmung. Bei ganz kleinen Gewebsstiicken 
erhalten z. B. mittels Stanzen von 1 cm Durchmesser) soll das vom 
subeutanen Fettgewebe griindlichst gesiuberte Hautstiick médglichst 
schnell und nur in geschlossenen Wageglischen gewogen werden, da 
sonst der Wassergehalt zu niedrig ausfallt. Ich mache deshalb auf diese 
scheinbar geringfiigige Einzelheit aufmerksam, weil meine auf diese 
Weise erhaltenen Wasserwerte der normalen Haut etwas héher als die- 
jenigen mancher anderer Autoren ausgefallen sind. Ich will jedoch 
damit nicht die Behauptung aufstellen, daB die von mir etwas héher 
gefundenen Wasserwerte in der Methodik allein ihren Grund haben. 
Ernahrung, Alter, Rasse sind Momente, die sicherlich eine diesbeziig- 
liche Rolle spielen. Es ist nicht ausgeschlossen, daB der Unterschied 
in den Wasserwerten der normalen menschlichen Haut an erster Stelle 
in der Verwendung verschiedenartigen Menschenmaterials zu suchen 
ware. 

Als Gesamtfett bezeichnete ich in dieser Arbeit diejenigen Sub- 
stanzen, die ich mittels Ather im Apparat von Soxhlet nach 48stiindiger 
Extraktion erhalten habe. 

Nach der Originalmethode von Soxhlet soll das entwasserte Gewebe 
fein zerrieben in die Papierhiilse gebracht werden. Da bei gleichzeitiger 
Entfettung mehrerer Hautstiicke dieses Verfahren sich als unpraktisch 
erwies, wurde auf diese Weise vorgegangen, daB gleichzeitig mehrere 
entwiasserte Hautstiicke, jedes in einer Filtrierpapierhiille in den Ex- 
traktionsapparat gebracht wurden. Die Hautstiicke wurden auch 
nicht zerrieben, um mdéglichen Substanzverlusten vorzubeugen. Um 
festzustellen, ob groBe Differenzen im erhaltenen Fettgehalt der zer- 
riebenen sowie der nicht zerriebenen Haut vorhanden waren, wurden 
einige entsprechende Proben angestellt. Es wurde zuerst der Fettgehalt 
der nicht zerriebenen entwasserten Haut prozentual bestimmt, wonach 
die auf diese Weise entfettete Haut nochmals getrocknet und dann 
zerrieben das zweite Mal auf 48 Stunden in den Apparat von Soxhlet 
gebracht wurde. Es zeigte sich, daB der Fettgehalt der zerriebenen 
Haut etwa 2°, hdher ausfiel als derjenige der nicht zerriebenen Haut. 
Da dieser Fehler als unbedeutend betrachtet werden kann, wurden 
simtliche Hautstiicke in nicht zerriebenem Zustand entfettet. 

Chlor wurde, wie bereits erwahnt, nach der Methode von Rusznyak 
und Kellner (1) in der entfetteten Trockensubstanz bestimmt. Diese 
Methode erreicht nach Ansicht der Autoren die Genauigkeit der Makro- 
methode von Kordnyi (8). 

















88 A. Nadel: 


Ich glaube, daB die Bestimmung der Chlorwerte in entfettet; 
Trockensubstanz von derjenigen in frischer Substanz und nachtragliche) 
Umrechnung auf Trockensubstanz insofern richtiger ist, als man auf 
diese Weise Material spart und sich von den Fehlern trei macht, die bei 
der Abwagung der frischen Substanz sowie bei der Nichtberiicksichtiguny 
des prozentualen Fettgehaltes der Haut vorkommen kénnen.  Fet} 
enthalt bekannterweise kein Chlor, iibt jedoch durch seine Anwesenheit 
selbstverstandlich einen EintluB auf den prozentualen Chlorgehalt 
der Haut aus. 


Das Entfetten der getrockneten Haut mittels Ather hat nicht den 
geringsten EinfluB auf den Chlorgehalt der Haut, wie ich mich mehrmals 
iiberzeugen konnte, indem ich das im Soxhlet-Apparat extrahierte 
Fett in konzentrierter Salpetersiure unter Zusatz von KMnQ, ver 
aschte (Methode von Rusznyak und Kellner) und nie irgendwelche 
Spuren von Chlor finden konnte!. Diese Beobachtung steht in Einklang 
mit den Befunden von Hogartz (9), der ebenfalls im Atherextrakt von 
Leber, Niere und Magenschleimhaut kaum nennenswerte Spuren von 
Chlor feststellen konnte. 


In den Tabellen dieser Arbeit sind immer neben den Chlorwerten 
auch die NaCl-Werte angegeben. Ich tue dies lediglich aus klinischer 
Gewohnheit. In Wirklichkeit haftet dieser konventionellen Umrechnung 
des Chlors auf NaCl eine Willkiir an. Chlor befindet sich im Gewebe in 
verschiedenen Verbindungen, so mit Kalium, Calcium, Natrium, Magne- 
sium und anderen. Vom chemischen Standpunkt mii®te daher Chlor und 
Natrium gesondert bestimmt werden. Es gibt aber auch andere Ansichten 
dariiber. Nach den Angaben im Albu-Neuberg (10) erschien eine getrennte 
Erérterung des Natrium- und des Chlorstoffwechsels wenig zweckmabBig, 
da beide Mineralstoffe hauptsachlich in Verbindung miteinander im 
menschlichen Kérper vorkommen und die Anomalien im Umsatz des 
einen oder des anderen von beiden stets auch im Stoffwechsel ihrer 
Verbindung zur Geltung kommen; dieser Gesichtspunkt wire heute, 
nachdem die Rolle und die Schwankungen der Alkalireserve, d.h. des 
Natriumbicarbonats durch zahlreiche Untersuchungen — nach dem 
Erscheinen des Albu-Neubergschen Buches — klargelegt worden sind, 
vielleicht revisionsbediirttig. Von Wichtigkeit scheint mir das Be- 
sprechen der Methodik der Rest-N-Bestimmung der Haut zu sein. 
Insbesondere schien mir die Lésung folgender Fragen von Interesse 
zu sein: MuB die Bestimmung des Rest-N immer in frischer Substanz 


? Die Veraschung von Fett in Anwesenheit von konzentrierter Salpeter- 
siure unter Zusatz von KMnO, (oder Wasserstoffsuperoxyd) ist sehr 
langdauernd; es diirfen daher zu diesem Zwecke nur geringe Mengen von 
Fett herangezogen werden. 
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erfolgen oder kann diese Bestimmung auch in fettfreier Trockensubstanz 
durchgefiihrt werden? Ubt das Trocknen der Haut bei 105°C einen 
KinfluB auf die prozentuale Héhe des Rest-N, indem durch den Eintritt 
\utolytischer Prozesse ein gewisses Quantum von gebundenem Stick- 
stoff in den Rest-N-Teil tibergeht, oder bleibt der Rest-N der Haut 
trotz der Trocknung bei dieser Temperatur unverandert ? Oder tritt 
am Ende vielleicht durch das Trocknen der Haut bei 105°C ein Verlust 
an Stickstoff ein ? 

Um diese Fragen zu lésen, wurde folgender Versuch durchgefiihrt. 
Es wurde von einer 22jahrigen Leiche (Todesursache: Sepsis puer- 
peralis) etwa 21 Stunden nach dem Tode ein normal aussehendes 
Hautstiick der Gegend der linken Brustdriise entnommen, wonach 
in einem Teil dieses Haustiickes nach Abpraparieren des subcutanen 
Fettgewebes der Gesamt- und Rest-N in frischer Substanz bestimmt 
wurde. Ein zweiter Teil desselben Hautstiickes wurde bei 105°C ge- 
trocknet, im Soxhlet-Apparat entfettet (wobei Wasser, Fett und fett- 
freie Trockensubstanz bestimmt wurden) und der Gesa.nt- sowie Rest-N 
in fettfreier Trockensubstanz bestimmt. Sollte das Trocknen und Ent- 
fetten der Haut keinen EinfluB auf die Stickstoffwerte ausiiben, dann 
muBten in der fettfreien Trockensubstanz entsprechende Werte fiir den 
Gesamt- sowie Rest-N gefunden werden. Indessen zeigte sich, dab 
die Haut wahrend des Trocknens und Entfettens manchmal ganz be- 
trachtliche Stickstoffverluste erlitten hatte (Tabelle II, Gewebe a und b). 


Tabelle II. 





Fettfreie Gesamt-N' Rest-N Gesamt-N_ Rest-N 
Wasser Trocken- —___ 


substanz Anmerkung 


in frischer in fettfreier 
0 Substanz Trockensubstanz 


33,48 6,148 | 0195 13,365 0,327 R.M., 22 Juhre alt 


Gewebe a. 
34,19 0,165 17,766 0,339  Derselbe Fall: 
4 Gewebe b. 
31.97 6.681 0.163 16.936 0,358 Haut nach viertigigem 


Liegen. Gewebe c. 


60,97 5, 33,71 6,667 0,159 17,363 0,374 | Derselbe Fall: 


Gewebe d 


Die Messungen wurden hier parallel in zwei Hautstiicken durchgefiihrt. 
Das EnteiweiBen der frischen wie auch der trockenen Haut fand selbst- 
verstandlich auf dieselbe Weise, und zwar mittels 10°, ig. Phosphor- 
molybdansaure statt. Wenn wir die Wasser- und Fettwerte der beiden 
Hautstiicke a und b beriicksichtigen, dann sollte im Gewebe a der Gesamt-N 
in entfetteter Trockensubstanz iiber 18 statt 13,365°,, betragen. Im Haut- 
stiick b ist der N-Verlust nicht so bedeutend wie im Hautstiick a und betragt 
bloB etwa 2°,. Das Quantum Stickstoff, das bei der Entfettung der Haut 
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im Soxhlet-Apparat verloren ging, ist bedeutungslos. Das Fett der mensc! 
lichen Haut sowie des subcutanen Fettgewebes enthalt nur Spuren vo) 
Stickstoff, nach meinen Untersuchungen etwa 68 mg-°,. Dieser Wert 
bezieht sich auf reines Fett, das ich ohne Spuren von Bindegewebe i) 
Atherapparat erhalten habe. Diese Spuren von Stickstoff kénnen woh! 
zum gr6éBeren Teile auf Phosphatide zuriickzufiihren sein (Lecithin, 
Kephalin, Cerebroside u. a.). 

Wie verhielten sich nun in unserem Versuch die Rest-N-Werte / 
Wahrend der Rest-N in fettfreier Trockensubstanz im Gewebe a nach 
Beriicksichtigung des waihrend des Trocknens erfolgten Wasserverlustes 
etwa 0,585°,, im Gewebe b etwa 0,495°, betragen sollte, sehen wir, 
daB zwar in beiden Fallen fast identische Werte vorkommen, die woh)! 
zufallig sind, daB aber in Wirklichkeit im Falle a ein Verlust von etwa 
44°%, im Falle b von etwa 32% Rest-N zutage trat. 

Von Interesse ist auch, daB das EnteiweiBen der fettfreien Trocken- 
Substanz dieser Haut mittels 10°,iger Trichloressigsiure ebenso wie 
in den vorigen Fallen viel hGhere Rest-N-Werte als nach EnteiweiBung 
mittels 10°,iger Phosphormolybdaénsaure ergab. Es betrug namlich 
der Rest-N in fettfreier Trockensubstanz 4,221°,, also etwa 12,5mal 
mehr als nach EnteiweiBung mittels Phosphormolybdanséure. Dieser 
Unterschied der Rest-N-Werte steht wieder in Analogie zu den bereits 
erwihnten Befunden von Hahn (3), welcher ahnliches im Blutserum 
beobachtet hatte und auf Grund der Hohe dieser Rest-N-Differenz 
einen enteralen von einem parenteralen EiweiBzerfall im Organismus 
unterscheiden wollte. Diese Differenz der Rest-N-Werte, der sogenannte 
Doppelstickstoff wird in einer besonderen Arbeit von mir einer Er- 
orterung unterzogen werden. 

Aus technischen Griinden schien mir von Interesse festzustellen, 
ob eine mehrtaigige Aufbewahrung der menschlichen Leichenhaut be: 
Zimmertemperatur einen EinfluB auf ihre Stickstoffwerte ausiiben werde. 
Zu diesem Zweck wurde ein Teil der Haut, deren Werte fiir Wasser, 
‘ett, fettfreie Trockensubstanz, Gesamt- sowie Rest-N in frische: 
sowie in fettfreier Trockensubstanz mir bekannt waren (s. Tabelle II, 
R. M., 22 Jahre alt, Gewebe a und b), in einem geschlossenen Wage- 
glischen durch 4 Tage bei Zimmertemperatur bei 25° C gehalten, wonachi 
die Haut, deren fauliger Geruch auf beginnende Zersetzungserscheinungen 
schlieBen lieB, nochmals denselben Messungen unterzogen wurde 
(Tabelle II, Gewebe c und a). 

Bei Betrachtung der in Tabelle Il, Gewebe c und d angefiihrten 
Zahlen merkt man vor allem, daB die Werte fiir Wasser, Fett und fett- 
freie Trockensubstanz keine wesentlichen Veradnderungen erlitten 
haben. Zu meiner Uberraschung bemerkte ich aber, daB auch de: 
Gesamt- und Rest-N in frischer Substanz trotz der vier Tage, innerha|! 
welcher — wie ich glaubte — autolytische Prozesse vorkommen konnten, 
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ungefahr dieselben geblieben sind. Dies scheint mir von Bedeutung 
zu sein, da auf Grund dieses Versuchs angenommen werden kann, 
daB eine, wenn auch einige Tage dauernde Aufbewahrung der menschlichen 
Haut in geschlossenen Gefapen bei Zimmertemperatur die Werte fiir 
Wasser, Fett, fettfreie Trockensubstanz, Gesamt- sowie Rest-N nicht 
wesentlich dndern muB. Hingegen sehen wir, daB das Trocknen der 
Haut bei 105° C, sowie das nachtragliche Entfetten in Ather ebenso wie 
im Gewebe a und b auf die Stickstoffwerte einen groBen EinfluB aus- 
ibte. Im Gewebe c konnte ich namlich feststellen, daB nach dem 
Trocknen und Entfetten ein Verlust von 18°,, im Gewebe d von 14°, 
des Gesamt-N eintrat. VerhaltnismaBig noch gréBere Verluste erlitt 
der Rest-N der getrockneten Haut. Das Gewebe c zeigt nach dem 
Trocknen einen Verlust von 37%, das Gewebe d von 22°, Rest-N. 
Es ist also ersichtlich, daB das Trocknen der menschlichen Haut bei 105° C 
und das Entfetten in Ather die Gesamt-N- sowie die Rest-N-Werte der- 
Haut wesentlich herabdriicken kinnen, indem wéhrend dieser Prozeduren 
ein betrdchtlicher Teil von Stickstoff verloren geht. Dieser N-Verlust 
scheint ganz kapriziés aufzutreten, da die Verlustwerte, trotz derselben 
Bedingungen, in denen die Haut getrocknet und entfettet wurde, 
von verschiedener GréBe waren. Wahrend z. B. im Gewebe b der etwa 
2°, betragende N-Verlust (im Gesamt-N der fettfreien Tockensubstanz) 
vermuten la8t, daB dort wahrscheinlich hauptsachlich der Rest-N des 
Gewebes verloren ging, sehen wir, daB in den restlichen Geweben die 
N-Verluste allzu groB sind, als daB sie nur mit einem Rest-N-Verlust 
erklart werden kénnten. In diesen Fallen wurde héchstwahrscheinlich 
das EiweiB selber durch das Trocknen angegriffen, wobei auch der an das 
EiweiB gebundene Stickstoft teilweise verloren ging. 

Wahrend das Aufbewahren der Haut in geschlossenen GefaiBen 
bei Zimmertemperatur die Gesamt- sowie Rest-N-Werte nicht wesentlich 
andert — wie wir uns tiberzeugen konnten —, méchte ich auf eine 
Fehlerquelle, die infolge nicht richtiger Aufbewahrung der Haut und 
des damit verbundenen Wasserverlustes entstehen kann, die Aufmerk- 
samkeit lenken. Folgender Fall mége als Beispiel dienen. 

S.M., 28jahrige Frau, gestorben an Appendicitis gangraenosa. Es 
wurde ein Hautstiick der Gegend der Streckseite des rechten Oberschenkels 
entnommen. Wahrend das sofortige Verarbeiten der etwa 20 Stunden 
nach dem Tode entnommenen Haut einen ungefihr normalen Rest-N-Wert 
ergab (0,083°,,), konnte festgestellt werden, daB der Rest-N dieser Haut 
stieg, je langere Zeit diese Haut in einem offenen GlasgefiB verblieb. 
24 Stunden nach der Hautentnahme ergab die Rest-N-Bestimmung eines 
Teiles desselben Hautstiickes schon einen Wert von 0,114°,, Rest-N, 


wahrend 74 Stunden nach der Hautentnahme der Rest-N bis 0,123", stieg. 


0 


In Beriicksichtigung der Ergebnisse meiner vorherigen Versuche, 
die mich tiberzeugten, daB autolytische Prozesse in der menschlichen 
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Hautbei Zimmertemperatur nicht so leicht eintreten, muB angenommey 
werden, daB das Steigen der Rest-N-Werte hier lediglich auf den Wasser- 
verlust der Haut zuriickgefiihrt werden muB. Dieser Wasserverlust 
wird selbstverstandlich desto gréBer sein, je kleiner das zu untersuchende 
Gewebsstiick ist. Bei ganz kleinen Hautstiicken muB deshalb der Rest-N 
ganz kurze Zeit nach der Entnahme bestimmt werden, da widrigenfalls 
ganz betrichtliche Fehler vorkommen kénnen. 


Im Laufe der bisherigen Untersuchungen wurde bemerkt, da 
Werte fiir den Gesamt- sowie den Rest-N zweier symmetrischer Haut- 
stellen im Gegensatz zu den Werten fiir Wasser, Fett, fettfreie Trocken- 
substanz und Chlor manchmal ganz betrachtliche Differenzen ergabe: 
Da ich zeigen konnte, daB durch das Trocknen des Gewebes bei 105° ( 
ein Teil des N verloren geht, war es offensichtlich, daB darin die Ursache 
dieser allzu groBen Differenzen zu suchen ware, um so mehr, als diese; 
Stickstoffverlust — wie wir gesehen haben — ganz ungleichmabBig 
vor sich geht. Um festzustellen, inwieweit die Gesamt- sowie Rest-N- 
Werte zweier korrespondierender Haustellen iibereinstimmen, wurden 
daher in den hier folgenden Untersuchungen samtliche Stickstoff- 
messungen in frischer Substanz bestimmt (Tabelle ITI). 


Sz. A., 23jahriger Mann, gestorben an Tbe. destructiva pulmonum. 
23 Stunden nach dem Tode wurden der seitlichen Thoraxgegend zwei 
korrespondierende Hautstellen entnommen (Nr. 1 der Tabelle I11). 


Die Differenz beider Gesamt-N-Werte ist hier gering und betragt 
2,4°, wahrend die Rest-N-Werte beider korrespondierender Haut- 
stellen einen Unterschied von 14,6°, aufweisen. 


Diese ziemlich hohe Differenz der Rest-N-Werte zweier korre- 
spondierender Hautstellen kann zwei Ursachen haben: Entweder birgt 
unsere Methode der Rest-N-Bestimmung eine gréBere Fehlerquelle 
oder ist der Rest-N der menschlichen Haut nicht so symmetrisch ver- 
teilt wie z. B. das Wasser. Ich vermute, daB eher die Methode hier aus- 
schlaggebend ist. Ist doch bekannt, daB je einfacher und unkompli- 
zierter die Methode, je wenigeren Eingriffen das Gewebe unterworfen wird, 
desto geringer der MeBfehler ist. Die Wasserbestimmung ergab uns 
daher die schénsten Ubereinstimmungen der Werte. Der Rest-N wird 
im Muskelgewebe sowie in den inneren Organen bekannterweise auf diese 
Weise bestimmt, daB ein Gewebestiick vor allem mit Quarzsand griind- 
lich zerrieben wird, damit ganz kleine Gewebspartikelchen mit dem 
faillenden Reagens in Beriithrung kommen. Wird das Gewebe nicht genau 
zerrieben, dann kénnen geringere Rest-N-Werte resultieren, da der 
innere Teil eines jeden Gewebspartikels an der Reaktion nicht teil- 
nimmt. Das Zerreiben der Muskeln sowie innerer Organe kann in 
frischer Substanz ganz genau durchgefiihrt werden. Anders verhalt 
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e- sich mit dem frischen Hautgewebe. Die elastische Beschaffenheit 
der Haut macht deren griindliche Zerreibung fast unméglich. Infolge- 
dessen muB das Hautstiick in ganz kleine Teile zerschnitten und durch 
24 Stunden in der enteiweiBenden Fliissigkeit belassen werden. Diese 
Methode gibt vielleicht einen gréBeren Bestimmungsfehler, den die 
Ungleichheit der einzelnen Hautpartikelchen verursacht. 

M.G., 26jahriger Mann, gestorben an Sepsis. 6 Stunden nach dem 
Tode wurden zwei symmetrische Hautstiicke der Gegend beider Pectoralis 
maior Muskeln entnommen (Nr. 2 der Tabelle III). 


Tabelle III. 





Fettfreie 
Wasser Fett Trocken- Gesamt-N Rest-N 


Nr Stelle der Hautentnahme beeen Anmerkung 
0 0 0 ( ( 
( 0 0 0 

1 Linke Thoraxhalfte | 67,11 | 0,21 32.68 | 5.868 | 0.089! (Sz. A., 4, 
Rechte Thoraxhalfte 66.63 0 33.87 | 5,727 | 0,076 | 23 Jahre alt 

2 Linke Seite 62.59 | 2,69 34,81 | 6.592 (0,182 MG. 4. 
Rechte Seite 62,92 2.86 3422 6,161 | 0,120 Jahre alt 

3 Linker Oberschenkel 61,55 8,80 29.65 5.346 30.998 F Z. A., 2, 
Rechter Oberschenkel 61,56 889 29.55 5.378 0,096 7? Jahre alt 

4 Linker Oberschenkel 64,70 9,93 26,27 —* 0,109 K Ses , 
Rechter Oberschenkel 65,06 10,25 24,69 4,507 0,096 16 Monate 


alt. 


* Verungliickt. 


Die Differenz der Gesamt-N-Werte betragt in diesem Falle etwa 
5%, der Rest-N-Werte 7,7°%%. 

Z.A., 20jahriges Midchen, gestorben an metastatischem HirnabszeB 
nach Anthrotomie. Etwa 33 Stunden nach dem Tode wurden zwei analoge 
Hautstiicke der seitlichen Gegend beider Oberschenkel entnommen (Nr. 3 
der Tabelle ITT). 

Die Differenz der N-Werte beider korrespondierender Hautstellen 
ist in diesem Falle minimal. Die Differenz der Gesamt-N-Werte betragt 
05°, diejenige der Rest-N-Werte etwa 2°,. 

K.J., 16 Monate altes Kind, gestorben an  Bronchopneumonie. 
24 Stunden nach dem Tode wurden zwei symmetrische Hautstiicke der 
seitlichen Gegend beider Oberschenkel entnommen (Nr. 4 der Tabelle IIT). 

Die Ditferenz der Rest-N-Werte betragt hier etwa 12°). 

Wenn wir die Ergebnisse der Gesamt- sowie der Rest-N-Werte, 
die ich an diesen vier Leichen gefunden habe, zusammenfassen, sehen 
wir, daB die Schwankungen der Gesamt-N-Differenzen zweier sym- 
metrischer Hauptpartien zwischen 0,5 und 5°, im Durchschnitt 2,6°, 
diejenigen der Rest-N-Differenzen hingegen zwischen 2 und 14,6°,, 
im Durchschnitt 9°, in frischer Substanz betragen. Unter Beriick- 
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sichtigung dieser Fehlergrenzen, speziell derjenigen des Rest-N miisse), 
also die in normaler und patiologisch veranderter Haut gefunden 
Zahlen bewertet werden. 
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Bedeutung der Gallensiure im Kohlenhydratstoffwechsel. 


XVIL. Mitteilung: 
Uber den Einflu8 der Gallensiiure auf den Milchsiurestoffwechsel. 


Von 


Moritaro Teraoka. 
(Aus dem physiologisch-chemischen Institut zu Okayama.) 
(Eingegangen am 30. Mdrz 1952.) 
Mit 4 Abbildungen im Text. 
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I. Einflu8 der Gallensiure auf den Milchsiurebestand im Tierkérper. 


Es ist durch die Untersuchungen von vielen Autoren, wie Embden (1), 
Meyerhof (2) und ihren Mitarbeitern im allgemeinen bekannt, daB der 
Kohlenhydrataufbau und -abbau im Muskel iiber Milchséure bzw. 
Hexosephosphorsaure sich vollzieht und dieser ProzeB nach Brugsch (3) 
und Meyerhof (4) auch in der Leber im analogen Sinne ablauft. 


Dieser intermediire Kohlenhydratstoffwechsel wird bekanntlich durch 
die verschiedenen Hormone wie z. B. Insulin, Adrenalin reguliert, dessen 
Sekretion und Wirkung mit der Funktion des vegetativen Nervensystems 
in innigem Zusammenhang steht. 

Nun wirkt die Gallensiure nach Misaki (5), Murakami (6), Taku (7) 
und Tsuji (8) auf den Blutzucker hypoglykamisch und nach Misaki (5), 
Fuzita (9), Okamura (10) und Miki (11) auf die Glykogenbildung in der 
Leber und im Muskel férdernd. Diese hypoglykamische und glykogenische 
Wirkung ist gegeniiber dem Adrenalin bald antagonistisch bald synergisch, 
und nach 7T’swji (8) und Miki (11) ist sie mit der Funktion des vegetativen 
Nervensystems eng verkniipft, und zwar mehr von der von sympathischen 
als von vagischen Nerven abhangigen Funktion. 

Obwohl ein sicherer Beweis fiir die Zirkulation von Gallenséiure im 
Organismus nicht existiert, so besteht doch kein Zweifel daran, daB sie im 
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Pfortaderblut und im Blut bei Stauungsikterus vorhanden ist und auf den 
intermediaren Kohlenh ydratstoffwechsel irgendeinen EinfluB ausiiben kann 


Was den EinfluB der Gallensaéure auf den Milchséurebestand im Blute 
anbetrifft, so wurde von Collazo und Lewicki (12) beobachtet, daB | 
Leberkranken mit Ikterus eine Vermehrung der Blutmilchsaéure auftritt, 
die als pathologisch zu betrachten ist. 


In diesem Sinne habe ich den Einflu8 der Gallensiure auf den 
intermediaren Kohlenhydratstoffwechsel bzw. auf den Milchsiure. 
stoffwechse] untersucht, damit die physiologische und pathologische 
Bedeutung der Gallensaure fiir den intermediaren Kohlenhydratumsatz 
eingehend erklart werden kann. Bei diesem Experiment wurde die 
Natriumsalzlésung der nicht gekuppelten Gallensiure, Cholsiure und 
Desoxycholséure verwendet. 


Experimenteller Teil. 


Bekanntlich wird der Milchsiurewert im Organismus durch ganz vei 
schiedene Faktoren stark beeinfluBt, wie durch Schmerz bei der Behandlung 
im Verlaufe des Versuchs, durch jede Art von Furcht und sonstige Er- 
regungszustéinde, wie Kawamura (13) dies nachgewiesen hat. Daher mui} 
beim Versuch sehr behutsam vorgegangen werden. 


Zum Experiment wurden gut ausgewachsene, kriftige Kaninchen 
verwendet, die wenigstens 1 Monat lang unter médglichst gleichen Be 
dingungen geziichtet worden waren. Vor dem Versuch lieB man _ sie 
24 Stunden lang hungern. Am Morgen des Versuchstages wurde dem 
Kaninchen 1,0cem einer kérperwarmen, gallensauren Natriumsalzlésung 
von verschiedener Konzentration pro Kilogramm Kérpergewicht subcutan 
verabreicht. Nach Ablauf von 2 Stunden wurde das Tier méglichst ruhig 
zum Versuch genommen. 


Um den normalen Wert der Gewebe- und Blutmilchsaéure zu erfahren, 
wurde zuerst der Ruhemilchséuregehalt der Leber, des Muskels und des 
Blutes von niichternen Kaninchen oder von einem Kaninchen bestimmt, 
‘dem 2 Stunden vorher die physiologische Kochsalzlésung oder destilliertes 
Wasser in gleicher Menge mit Gallensalzlésung injiziert worden war. 


Zur Milchsaiurebestimmung der Leber und des Muskels wurde das 
Kaninchen stets durch Nackenschlag rasch getétet und unter Carotis 
durchschneidung gut verblutet und dann die Leber sowie die zu unter- 
suchende Muskulatur sobald als méglich herausgeschnitten und vom Blute 
befreit. Die Leber wurde sofort im eisgekiihlten Mérser fein zerrieben und 
gut vermengt. Eine bestimmte Menge des Leberbreies (etwa 10g) wurde 
in ein Glaschen geworfen, das mit 20 ccm einer 4°,igen, mit Kochsalz 
gesittigten Salzsiurelésung gefiillt und vor dem Versuch unter Schliff- 
deckelverschluB analytisch gewogen worden war. Vor dem Einbringen des 
Leberbreies wurde die Fliissigkeit durch Kaltemischung stark gekiihlt. Der 
Leberbrei wurde durch vorsichtiges Umriihren mit der Saéurelésung in 
Beriihrung gebracht. Das Gefi8 wurde mit seinem Schliffdeckel ver 
schlossen, in den Wageraum gestellt und, nachdem es dessen Temperatur 
angenommen hatte, analytisch gewogen, wodurch die verwandte Leber 
menge sich genau ermitteln lie8. Dann wurde die EnteiweiBung nach 
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henck durch Zusatz von 20ccm einer 5°,igen Sublimatlésung zu Ende 
yefiihrt. Die Masse wurde nach der von Hirsch-Kauffmann (14) angegebenen 
Methode weiterverarbeitet und die Milchséiurebestimmung nach ihrer, 
das von Firth und Charnass (15) aufgestellte Prinzip modifizierenden 
Methode genau durchgefiihrt. 

Zur Milchséurebestimmung des Muskels wurde die fast gleiche Menge 
der Bein- und Riickenmuskulatur verwendet. Die entnommenen Muskel- 
stiicke wurden sofort auf eine von unten durch Kaltemischung gekiihlte, 
diinne Glasplatte gelegt und mit einer feinen Schere fein zerkleinert, innig 
vermengt und dann nach der oben erwéhnten Methode weiterverarbeitet. 

Zur Bestimmung der Blutmilchsiure wurden dem Kaninchen in der 
natiirlichen Haltung etwa 20cem Blut aus der Ohrvene unter Durch- 
schneidung derselben mittels einer feinen Schere entzogen und mit Hirudin 
vor der Gerinnung geschiitzt. 20 cem Blut wurden in den mit 20 cem einer 
4°,igen Salzsiurelésung gefiillten Kolben genau abpipettiert und nach 
dem Flirsch-Kauffmannschen Verfahren weiterverarbeitet. 


Wenn das Kaninchen bei der Blutentnahme aus der Carotis stark 
gefesselt wird, so ergibt sich nach 7'erada (16) ein vermehrter Milchsaure- 
wert des Carotisblutes. Zuerst wurde der Versuch von 7J'erada an den 
niichternen Kaninchen nachgeprift, die Resultate sind in folgender 
Tabelle zusammengestellt. 


Milchsaéurewert des Carotisblutes niichterner Kaninchen. 





Korpergewicht Milchsdure 
perg . Geschlecht 


g mg-" |; 


1900 c 56,65 
1950 53,63 
2205 129,82 
1900 51,92 
1800 Co 51,37 
1900 g 129,42 
2300 rou 71,97 


Durchschnittswert : 77,82 


Aus der Tabelle ergibt sich, daB der erhaltene Milchséuregehalt 
nicht den Ruhewert zeigt, weil er durch das Fesseln des Tieres stark 
vermehrt wird, wie Kawamura (13) bewiesen hat. Deshalb wurde bei 
meinen Versuchen stets das Ohrvenenblut untersucht. 


l. Einflu8B der Gallensaurezufuhr auf den Milchsaiurewert der 
Leber und des Muskels niichterner Kaninchen. 


Die Versuchsergebnisse sind in den folgenden Tabellen zusammen- 
gestellt. 


Biochemische Zeitschrift Band 249. 
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Tabelle I (Kontrolle). 
Niichterne Milchsaéure von Leber und Muskel. 
Leber Muskel 
sae 4 ss z 3 ss a z Bemerkungen 
BP ge ee erie S 
S g = = fy = = 
g g mg lo g ng %lo 
1850 fou 10,49 5,3342 0,0508 10,70 23,1142 0,2160 
1950 rou 11,16 5,4776 0,0491 13,35 27,6878 0,2074 
1750 2 11,19 7,2829 0,0651 10,69 23,2579 0,2176 | Niichtern 24 Std. 
1780 rou 10,56 6,9719 0,0660 10,06 16,7632 0,1668 
1750 2 10,43 7,5069 0,0720 10,05 22,3513 0,2223 
1650 fou 11,40 | 7,2744 0,0638 10,30 15,0329 0.1459, 2 Std. n. Zufuhr von 
2730 2 :12,08 | 6,1637 0,0510 10,27 17,2537 0,1680 } Feces cleo Nac 
2500 Q 10,30 5.7411 0,0557 11,20 25,1115 0,2242 | 24 stiind. Niichternheit 
Durch- 


schnittswert : 0,0592 %, 0,1960 % 
Tabelle II (mit Cholsaure). 


Niichtern 24 Stunden. Ilcem 1° ige Na-Cholatlésung pro Kilogramm 
subcutan. Milchséurewert nach 2 Stunden. 











~ Leber Muskel 
Kérper- 3 Ps r - 
gewicht a ce . ge- ; 
3 ——e Milchsiure Milchsiure ym ey Milchsaure | Milchsiurs 
g i g mg 9 g mg 
1670 2 11,49 4,0578 0,0353 10,61 20,0852 0,1893 
1750 fou 10,69 6,6574 0,0623 10,32 21,8843 0,2120 
1700 a 10,32 4.6955 0,0464 10,16 17,1295 0,1686 
» 2400 10,70 6,3349 0,0592 10,07 19,8515 = -0,1971 
2300 or 10,44 5,3589 0,0513 19,65 20,6025 0,1935 
1700 2 10,08 5,4079 0,0537 10,34 19,0200 0.1840 
Durch- 
schnittswert : 0,05137°% 0,1907 % 


Vergleich mit 
Kontrolle : 13,17% vermindert 2,0°% vermindert 

Aus Tabelle I 14Bt sich ersehen, daB der normale Milchsauregehalt 

der Leber und des Muskels niichterner Kaninchen ziemlich individuelle 

Schwankungen zeigt. Der normale Milchséuregehalt der Leber betragt 


durchschnittlich 0,0592°/, und der des Muskels 0,196. 
Bei subcutaner Zufuhr von 1 cem einer 1,0°%igen Natriumcholat- 
lésung betragt der Lebermilchséuregehalt durchschnittlich 0,05137°,, 


der im Vergleich mit dem normalen Milchsiurewert um etwa 13,17°, 
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Tabelle III (mit Cholsaéure). 


Nuchtern 24 Stunden. lcem 10°,ige Na-Cholatlésung pro Kilogramm 





subcutan. Milchséurewert nach 2 Stunden. 
- Leber Muskel 
. Orper- s . re 
me © = ge- ge- 
gewicht S brauchtes ; brauchtes F 
z Gewicht | Milchsiure Milchsiure Gewjcht Milchsdure Milchsdure 
o 
g g mg g mg 6 
2350 Q 10,27 6,9734 | 0,0679 10,46 26,7816 | 0.2560 
1900 9 10,68 7.2110 0.0675 10,53 36,0972 0.3428 
2330 fon 9,62 7,0329 0,0731 9,91 21,6734 0,2187 
2100 .°] 11,30 9,4121 0,0833 10,50 24,9209  0,2373 
2250 fou 11,62 10,1855 0,0877 10,27 26,7176 0,2602 
Durch- 
schnittswert : 0,07589% 0,2630°, 
Vergleich mit 
Kontrolle: 28.29. vermehrt 34,1°, vermehrt 


Tabelle IV (mit Desoxycholsaure). 
24 Stunden. l cem 
gramm subcutan. 


Nichtern 1°,ige Na-Desoxycholatlésung pro Kilo- 


Milchsaéurewert nach 2 Stunden. 





~ Leber Muske!l 
KOrper- é as se 
gewicht a pid 
bad ct brauchtes brauchtes 

z ree Milchséiure | Milchsdéure mene ‘cht Milchsiure Milchsiure 

g ie g mg ¢ g mg 
1650 a 10.85 8.0960 0.0746 10,36 23,5066 0.2270 
1880 9 11,09 7,7578 0.0699 10.08 24.5564 0.2436 
1780 2 10,26 8,0250 0,0782 10,34 19,4324 0,1879 
2050 Q 10,38 9,1490 0.0881 10,52 27,3776  0,2652 
1700 Q 10,22 7,8582 0.0769 10,11 22,4029 0,2216 
2000 f 10,54 8.5367 0.0810 10,60 23,8100 0.2246 
2150 9 11,17 11,4217 0.1023 10,18 23,3097 0.2289 
Durch- 


schnittswert : 


Vergleich mit 
Kontrolle: 


29 Oo 
37,8% 


0,081 58%, 


vermehrt 


99 Oo 
0,2284 o 


16,5°,, vermehrt 


niedriger ist, wahrend der des Muskels verglichen mit der Kontrolle 


fast unverandert bleibt und 0,1907°,, betragt (s. Tabelle I). 


Bei subcutaner Zufuhr von 1 ccm einer 10°, igen Natriumcholat- 


lésung wird der Milchséuregehalt sowohl in der Leber als auch im 
Muskel vermehrt, und zwar betrigt der der Leber durchschnittlich 
0,0759 °°, und der des Muskels 0,263°,,. Es wird hier also der Milchsaure- 
gehalt der Leber im Vergleich mit dem der Kontrolle um etwa 28,2°%, 
der des Muskels um etwa 34,1°, vermehrt (s. Tabelle ITT). 


‘ 7 * 
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Tabelle V (mit Desoxycholsaure). 


Niichtern 24 Stunden. lcem 0,5° ,ige oder 0,5cem 1°,ige Na-Desox 
cholatlésung pro Kilogramm subcutan. Milchséiurewert nach 2 Stunden. 








Leber Muskel 
2 z e | ge g g 
Kérper- <= & 2 ss 5 3 , 
gewicht $ 2 FS a: s Z Bemerkungen 
~ = = 53 = £ 
e a | mw | eo | & 3 
g mg Oo 4 mg Oo 








1650 cot 10,19 4,8911 0,0480 10,25 12,9149 0,1260 

1440 2 10,89 4,5778 0,0420 10,51 13,9554 0.1328] __ caf 

2400 = 2 10,88 8,0454 0.0739 10,56 23,0364 0,2181 | f5cem jl iloige Na 

2100 | of | 11,76 7,5375 0,0641 10,14 24,4119 0,2407( Kilockamm 

2100 Q 11,00 8.5743 0,0779 10,13 25,7542 0,2542 

2100 co - 10,85 8,0724 0,0744 10,51 13,4482 0260 

2800 = Q «10,71 6,1326 0,0573 10,27 24,3178 0,2378 1 Teem O.5 dicige Na 

2350 | Q = 10,45 7,0630 0.0676 10.10 | 17,8481 0.1767) Kilosramm 
Durch- 

schnittswert : 0,063 15% 0,1892% 


Vergleich m. 
Kontrolle 6,79, vermehrt 3,4° vermindert 


Aus diesen Befunden scheint sich zu ergeben, daB die adiquate 
Menge der Cholséure im Tierkérper bzw. in der Leber physiologisch 
als ein Hormon wirken kann, indem sie im Sinne von Meyerhof die 
oxydative Synthese oder die oxydative Spaltung des Kohlenhydrats 
in der Leber férdert. 

Die Gallensdiure hat bekanntlich eine spezifische Affinitat fiir die 
Leber. Daher wird die subcutan eingefiihrte Cholséure bald an die 
Leber fixiert, um dort ihre spezifischen Wirkungen zu entfalten, wie 
dies beim Herzen der Fall ist [Asher und Beyeler (17)]. In diesem Sinne 
wird der Milchsaéuregehalt der Leber bei Zufuhr von 1°iger Cholat- 
Jésung niedriger als normal befunden, waihrend der des Muskels normal 
bleibt. 

Wenn eine gréBere Menge von Cholsaure zugefiihrt wird, wie etwa 
1 cem einer 10°,igen Cholatlésung pro Kilogramm, so geht die iiber- 
schiissige Menge der Cholsdiure in den al)gemeinen Kreislauf iiber und 
wird allen Organen und Geweben weiter zugeleitet, wie dies bei Cholamie 
und bei Stauungsikterus der Fall ist, wo sie in direkt hemmendem Sinne 
einen schadlichen EinfluB aut die Verbrennung und oxydative Synthese 
des Kohlenhydrats ausiiben diirtte, indem z. B. der Milchséuregehalt 
der Leber und des Muskels dabei stets erhéht bleibt, wie mein Versuch 
dies gezeigt hat. 

Was den Einflu8 der Zufuhr von Desoxycholsiure anbetrifft, 
so wurde gefunden, da8B der Milchséuregehalt der Leber bei Zufuhr von 
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lcem einer 1% igen Desoxycholatlésung durchschnittlich 0,0816% 
und der des Muskels (),2284°, betriigt. Der Milchsiuregehalt der Leber 
wird somit durch Zufuhr von Desoxycholséure um etwa 37,8°,, und der 
des Muskels um etwa 16,5°%, tiber normal vermehrt (s. Tabelle IV). 


Wenn die oben gegebene Menge von Desoxycholatlésung subcutan 
eingefiihrt wird, so wirkt sie also bereits schadlich auf den Kohlenhydrat- 
stoffwechsel der Leber und des Muskels ein, indem deren Milchsaure- 
wert stets vermehrt gefunden wird. 


Bei Zufuhr der halben Menge von Desoxycholsaéure, wie Tabelle V 
dies zeigt, unterliegt der Milchsiurewert der Leber und des Muskels 
dagegen erheblichen Schwankungen; so ist im einen Falle der Milch- 
siurewert niedriger als normal, wenn er bei der Leber 0,04203°,, und 
beim Muskel 0,12599°, betragt; im anderen Falle ist er stark vermehrt, 
wenn er bei der Leber 0,07794°, und beim Muskel 0,2542°, betrigt. 
Dieses Ergebnis diirfte doch wohl auf individueller Empfindlichkeit 
beruhen. Die hier gebrauchte Menge von Desoxycholsiure muB daher 
eine Grenzdosis zwischen der physiologischen und _ pathologischen 
Wirkung der Desoxycholséure im Tierkérper darstellen. 

Es ist eine wohlbekannte Tatsache, daB die Gallensiure eine hamo- 
lytische Wirkung ausiibt und daB diese himolytische Eigenschaft 
je nach der Gallenséure ganz verschieden ist; so ist z. B. das Verhiltnis 
der hamolytischen Kraft der Cholsiure und Desoxycholsiure wie 1: 8. 
Es ist demnach nicht unwahrscheinlich, daB die Wirkungen dieser 
Gallenséuren auch im Kohlenhydratstoffwechsel zu ihrer hamolytischen 
Wirkung in ahnlichem Verhaltnis stehen. 


EinfluB der Gallenséiurezufuhr auf die Blutmilchsiure 

niichterner Kaninchen. 

Was den normalen Wert der Blutmilchséure von Kaninchen 
anbetrifft, so sind die einze]nen Autoren zu ganz verschiedenen Unter- 
suchungsergebnissen gelangt. Der Wert betragt z. B. 45 mg-°,, nach 
Collazo und Supniewski (18), 29 mg-°%, nach T'sukasaki (19), 23 mg-% 
nach Cort (20), 17 mg-°4 nach Stuber (21), 18 mg-°/, nach Katayama 
und Kilian (22), 22 mg-°,, nach Noma (23) und 20,8 mg-°%, auf Grund 
von 114 Fallen nach Kawamura (13). 


Daher habe ich mich bemiiht, den normalen Wert der Blutmilch- 
siure des jeweiligen Versuchskaninchens festzustellen, um die Kontroll- 
ziffer zu erhalten. 


Aus Tabelle VI ist ersichtlich, daB der normale Milchsiurewert 
des Blutes von ruhig gehaJtenen Kaninchen sehr schwankt, und zwar 
liegt er zwischen 6,452 und 15,84 mg-°,,, durchschnittlich 10,558 mg-%%. 
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Vi. 





Der Milchséurewert im Ohrvenenblut niichterner Kaninchen (24 Stunden 





Korpergewicht 


Geschlecht 


Milchsdure 








g mg-° 
2200 Q 11,043 
2550 Oo 9 816 
2100 11,043 
2800 rou 15,840 
2400 Q 6,452 
2500 ? 8,211 
2800 y 13,490 
2700 fou 8.798 

Durchschnittswert : 10,558 


Tabelle VII. 


Die Kaninchen wurden 24 Stunden lang niichtern gehalten und der Blut- 
milchsiurewert 2 Stunden spater bestimmt, nachdem den Kaninchen 1 ccm 
physiologischer Kochsalzlésung pro Kilogramm subcutan  eingefiihrt 


worden war. 





Koérpergewicht , Geschlecht Milchsaure 

g mg-°/» 
2550 rou 28,856 
2550 rou 21,114 
2750 Q 27,448 
2880 2 12,669 
2200 o 9,971 
2400 2 5,322 
2050 Q 6,741 
2500 °] 5,677 
2250 fou 6,385 
2250 roa 6,385 
Durchschnittswert : 13,057 


Tabelle VIII. 


Den 24 Stunden lang niichtern gehaltenen Kaninchen wurde | cem destil- 
lierten Wassers pro Kilogramm subcutan injiziert und 2 Stunden danach die 
Blutmilchsaéure bestimmt. 





Kérpergewicht a Milchsdure 
* Geschlecht aM. 
2350 Q 12,064 
2550 Q 24,482 
2350 a 7,805 
2350 rod 9,225 
2300 fou 6,031 


Durchschnittswert : 11,922 


Bed 
A 
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Aber auch der Milchséiurewert von Kaninchen, denen vorher 
pliysiologische Kochsalzlésung oder destilliertes Wasser injiziert worden 
war, schwankt, und zwar noch starker; er liegt bei ersteren zwischen 
5,322 und 28,856 mg-°,, durchschnittlich 13,057 mg-°/, (s. Tabelle VII), 
und bei letzteren zwischen 6,031 und 24,482 mg-°,, durchschnittlich 
11,922 mg-°% (s. Tabelle VIII). 


Was den EinfluB der Gallenséiurezufuhr auf die Blutmilchsaure 
anbetrifft, so sind die Resultate in den Tabellen IX bis XIT zusammen- 
gestellt. 

Tabelle IX. 


leem 1° ige Na-Cholatlésung pro Kilogramm. 





Kérpergewicht Blutmilchs&ure 


Geschlecht 
£ 


2800 
2700 
2500 
3000 
2600 


mg-°/> 


12,418 
6,742 
7,806 

13,128 
8,516 


Durchschnittswert : 9,722 


Tabelle X. 


Icem 10° ,ige Na-Cholatlésung pro Kilogramm. 





Kérpergewicht Blutmilchséure 


£ 


2600 
2250 
2700 
2300 
2400 


Geschlecht , 
mg-°/9 


14,193 
7,096 
13,483 
7,096 
9,935 


Durchschnittswert : 10,361 


Tabelle XI. 


lecm 0,5°,ige Na-Desoxycholatlésung pro Kilogramm. 





Kérpergewicht Blutmilchsdéure 


£ 


3100 
2700 
2600 
2750 
2650 


Geschlecht 
mg-°'» 


20,225 
9.935 
12,064 
13,128 
4,967 


Durchschnittswert : 12,064 
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Tabelle XII. 


lcem 1°%,ige Na-Desoxycholatlésung pro Kilogramm. 





Koérpergewicht Blutmilchsaéure 


Geschlecht 


g mg-°/o 
2550 fou 7,096 
2400 rou 12,773 
2450 2 6,387 
2900 fe) 8,516 
2550 Q 19,869 


Durchschnittswert : 10,928 


Aus den Tabellen IX bis XII erhellt, daB der Blutmilchsiweweit 
von Kaninchen sowohl] bei subcutaner Injektion von 1 ccm einer 1°, igen 
Cholatlésung pro Kilogramm als auch bei der von 1,0 ccm einer 10° igen 
Cholatlésung pro Kilogramm oder bei der von verschiedenen Mengen 
von Desoxycholatlésung normale Schwankungen aufweist und dai 
sich kein besonderer EinfluB8 auf die Blutmilchsiure erkennen |aBt. 


Die Blutmilchséiure ist bekanntlich ein Stoffwechselprodukt, 
das hauptsachlich im Muskel aus dem Muskelglykogen ins Blut geliefert 
wird, wie Geiger (24) gezeigt hat. Wenn also eine physiologische Menge 
von Cholsaure eingefiihrt wird, so ist es nicht undenkbar, daB sie keinen 
KinfluB auf die Blutmilchsaure ausiibt, wie dies beim Muskel der Fall 
war. Bei Zufuhr groBer Mengen von Cholséiure und Desoxycholsiure 
muB der Blutmilchsdurestand ziemlich stark gesteigert werden. Ent- 
gegen meiner Erwartung ist dabei die Blutmilchsaure nicht so verandert 
wie im normalen Zustand. Die Ursache hierfiir beruht wahrscheinlich 
auf den starken Schwankungen des normalen Blutmilchséurewertes 


Es unterliegt keinem Zweifel, daB das Blut bzw. das Blutkérperchen 
die sogenannte glykolytische Kraft besitzt und daB der Traubenzucker 
im Blute glykolytisch zur Milchséure abgebaut wird. Wie im nachsten 
Versuch gezeigt wird, wirkt die Gallensiure etwas hemmend auf die 
Blutglykolyse in vitro. Diese Wirkung der Gallenséure dirfte im Tier- 
organismus nur eine geringe Rolle spielen. 


Ergebnisse. 

1. Die Zufuhr von physiclogischen Gallenséuremengen bewirkt 
in allen Fallen eine Abnahme des Milchséiuregehaltes der Leber, sic 
zeigt aber keinen Einflu8 auf den Milchséuregehalt des Muskels und 
des Blutes. 


2. Die Zufuhr tberschiissiger Gallensiuremengen fiihrt in allen 
Fallen eine Vermehrung des Milchsaéuregehaltes der Leber wie des 


Muskels herbei. 
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II. Einflu8 der Gallensiure auf die Milchsiurebildung bei Leber- und 
Muskelautolyse. 

Im allgemeinen halt man den AutolysenprozeB fiir eine anoxy- 
biotische chemische Reaktion, aber der im Gewebe bereits vorhandene 
Sauerstoff muB etwas oxydativ wirken. Bekanntlich ist die Milchsaure- 
bildung bei Autolyse ein fermentativer ProzeB. Falls die postmortale 
Autolyse mit physiologischen Vorgingen identisch ist oder ihnen min- 
destens sehr nahe steht, so dirfte dies auch beim Kohlenhydratstoff- 
wechsel der Fall sein, der HauptprozeB bei der postmortalen Autolyse 
mag indes die sogenannte Glykolyse sein. 

Im Verlauf meiner vorigen Versuche habe ich schon meine Meinung 
dahin ausgesprochen, daB die Gallensiure vielleicht sowohl ihre hormo- 
nale wie auch toxische Wirkung direkt auf den Milchséurestoffwechsel 
in der Leber und im Muskel ausiibt. Einerseits um diese Annahme 
nachzupriifen, andererseits um den EinfluB der Gallensiure auf den 
fermentativen ProzeB im Milchsaurestoffwechsel zu studieren, wurde die 
Wirkung der Gallenséure auf Leber- und Muskelautolyse von Ochsen 
gepruft. 

Beschreibung der Versuche. 
l. Versuch mit Ochsenleber. 

Die aseptisch isolierte frische Ochsenleber wurde mdglichst schnell 
von ihrer Hiille befreit, sofort mit der Hackmaschine fein zerhackt und 
grindlich umgertihrt. Portionen des Leberbreies wurden jeweils in gleicher 
Menge abgewogen, und eine Portion wurde als Kontrolle sofort ausgekocht. 
Die anderen sowie die ausgekochte wurden jeweils in breithalsige, sterilisierte 
Glasst6pselflaschen von 1 Liter Inhalt eingefiillt und unter Zusatz einer 
bestimmten Menge von Chloroformwasser und verschiedener Mengen von 
Gallenséuresalzlésung der Autolyse unterworfen, wie Tabelle la dies zeigt. 


Tabelle la. 





2°, Gallen- , 

4 ull as Aseptisches ,, : 
a ei siiure- destilliertes -Hloreform- Autolysen- 
sede re s A 


Art der Portionen natrium- Wateas wasser gemisch 
: lisung ’ 


ecem ecm ecm 


ee 200 0 210 400 
memepolle® . . «6 6 st 200 0 100 400 
Mit Gallensaiure (1). . . 200 25 75 100 
i 200 50 50 400 
oli ae 200 100 0 400 


Jede Portion ist mit 10cem Toluol bedeckt worden. 


Das Gemisch wurde bei 37° C unter Toluol in einen Brutschrank gestellt 
und taglich dreimal geschiittelt. Nach 48stiindiger Digestion wurde der 
Inhalt der Flasche in eine Pfanne ausgegossen und unter Zusatz von 20g 
Monokaliumphosphat 5 Minuten lang bis zum Sieden erhitzt. Nach dem 
vélligen Erkalten wurde das ganze abfiltriert und der Riickstand nochmals 
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gut mit Wasser gewaschen. Das Filtrat und das Waschwasser wurde 
vereinigt, auf dem Wasserbad stark eingedampft, mit dem etwa zehnfacher, 
Volumen von 95°, igem Alkohol versetzt und nach 24 Stunden abfiltriert 
Das Filtrat wurde vom Alkohol befreit und der Riickstand wieder mit 
absolutem Alkohol extrahiert. Nach dem Abdestillieren des Alkohols wurde 
der Riickstand in ein wenig Wasser aufgenommen und zur Entfernung des 
Fettes 48 Stunden lang bei sodaalkalischer Reaktion mittels des Suto 
Kumagawaschen Extraktionsapparates mit Ather extrahiert. Dann wurde 
die Lésung mit Phosphorsiure stark angesiuert und wieder 72 Stunden 
lang mit Ather extrahiert. Der Atherextrakt wurde abdestilliert und de: 
Riickstand in ein wenig Wasser gelést, gleichzeitig von der ausgeschiedenen 
Galiensiure abfiltriert und gut mit Wasser gewaschen. Das Filtrat und 
das Waschwasser wurden mit etwas Tierkohle entfarbt und mit iiber- 
schiissigem Lithiumcarbonat erwarmt, abfiltriert und griindlich mit heiBem 
Wasser ausgewaschen. Das Filtrat und Waschwasser wurden auf dem 
Wasserbad stark eingedampft, in einen MeBkolben von 25cem Inhalt 
gebracht und der Kolben mit Wasser bis zur Marke aufgefiillt. Aus dem 
beobachteten Drehungswinkel dieser Lésung kann man leicht die Kon- 
zentration der d-Milchséure nach der Formel von Yoshikawa (25) berechnen 
Die Roéhrenlange des Polarisationsrohres betrug immer 2 dm. 

Sicherheitshalber wurden die zwei Bestimmungen mit einem Organ 
ausgefiihrt, und es ergab sich, daB sie alle stets den gleichen Wert aut- 
wiesen. Die erhaltenen Resultate sind in den Tabellen Ila bis VIIla zu- 
sammengestellt. 

Tabelle IIa (mit Cholséure I). 














' | 3 3. =o} Gefundene Menge 

ge. | .2| 82 | o8 | 28 . 

ga 683 | 8} gs) &3 = ; 

! £4 a2 | Sh 23 Oo = So | 4 

Art der Portionen 2% aa g & 35 x7 z =o = 

= te 6s >? Es = As > 

° = | 85 | 52 we 3 s” is 

% | Std RA | ec |] % | ¢ ge | % 

Sofort 0 0 -0,22, 8 0,778 0,1945 0,1805 0,045 
Kontrolie. .... 0 48 |-0,30; 7 1,062 0,2655 0,2464 0,062 
Mit Cholsiiure (I). . 0,125) 48 -0,22 5,5 0,778 0,1945 0,1805 0,045 
s is (II) . | 0,260; 48 |-0,20, 65 0,704 0,1760 0,1633 0,040 
‘s is (III). | 0,500; 48 |-0,32) 3 1,136 0.2840 0,2635) 0,066 


Tabelle Illa 


(mit Cholsaure IT). 








4 Ee 7 S xo Es Gefundene Menge 
& G S~ ve Oe Sa see ee 
Art der Portionen s% aS 3 ze 57 3 =5 = 
5 * | 40 |e" i ari sis i¢ 
ae Fa 
%%l Std si oC Fo g g 9/9 
. gee 0 |-0,11 17 = 0,395 | 0.0988 0.0917 0.025 
Kontrolle . it, ae 48 -0,20 12 = 0,704 | 0,1760 0,1633 0,040 
Mit Cholséure (I). . | 0,125 48 | -0,17 18 0,593 | 0,1483 0,1376 0,034 
* - (II) . || 0,250 48 | -0,16 12 =-0,568 | 0,1420 0,1318 0,033 
(IIT) 6,500' 48 |-0,21, 14 0,741 0,1853'0,1719 0,043 
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Tabelle IVa (mit Desoxycholsaure I). 





Gefundene Menge 


Art der Portionen 


der Digestion 

Beobachteter 
Drehungswinkel 

Li-Lactat 


L 
w 


Se ss we so —0,10 0.346 0,0865 0,0803 0,020 
Kontrolle. .... —0,17 E 0,593 0,1483 0,1376 0,034 
Mit Desoxycholsiure 
Me os ae eka 0,125 5 —0,29 ° 1,025 0,2563 0,2378 0,059 
Mit Desoxycholsaure 
Ess ae eee 
Mit Desoxycholsaure 
(IIT). . .... 0,500; 48 | -0,17 f 0,592 0,1483 0,1376 0,034 


0,250 48 -0,16 0,568 0,1420 0,1318 0,033 


Tabelle Va (mit Desoxycholséure I1). 





Gefundene Menge 


Art der Portionen 


Gallensidure- 
gehalt 
Dauer 

der Digestion 


siure 


Beobachteter 
Drehungswinkel 
d-Milch- 


° 
° 
o 


M4 


> 
o 


— 


eee eer 0 
Kontrolle. .... 0 
Mit Desoxycholsiure 


—0,17 7 0,1483 0,1376 0,034 
—0,21 i 0,741 0,1853 0,1719 0,043 


>_> 
ao ow 


0,125 —0,26 0,926 0,2315 0,2148 0,054 


ere 
Mit Desoxycholsiure 

Se 
Mit Desoxycholsaure 

(Tid)... ss 3 FOC] B&B |-O80 > =|: 1,062 0,2655) 0,2464 0,062 


0,250 


= 
e+) 


—0,18 0,630 0,1575 0,1462 0,037 


Tabelle VIa (mit Desoxycholsaure ITT). 





Gefundene Menge 


to 
& 


Art der Portionen 


Dauer 
der Digestion 
von Li-Lactat 


Beobachteter 
Drehungswinkel 
Konzentration 


o Temperatur bei 


L 


£ 


0,1760 0,1633 0,040 
0,1945 0,1805 0,045 


Sofort 
Kontrolle . ictus 
Mit Desoxycholsiure 
Sees s «es 
Mit Desoxycholsiaure 
SS oe ‘ ; 0,1760 0,1633) 0,940 
Mit Desoxycholsa*jre 
SN od 815395 0),1853 0,1719 0,043 


= 

nano 

as 
Oo ~~ oO 


0,2223 0,2063, 0,052 
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Tabelle Vila. 


Kurven zu den Tabellen Ila und Illa. (Versuch mit Cholsaure.) 





| sofort Cholsaure-| tholsdure-\ Cholsaure- 
inaktiv | Kontrolle gehalt gehalt gehalt 
gemacht O25 % 4250% 4500 % 
407 
, / 
406 _ ? 
=e ra * / 
8 405|_/- NS 7 
4 \ 
S ~ f 
3 Bie / - 
& O04 ~~ sat st 
S s i lye?” 
S rd i a 
§ 403 wa 
= a 7] 4 
007 











Tabelle VIIla. 


Kurven zu den Tabellen IVa bis VIa. (Versuch mit Desoxycholsaur 





sofort Desonycho!- | Desoxychol-\ Desorycho!- 
inaktiv Kontrolle  sawregehalt  sauregehalt | sduregeha/t 
gemacht 425% 1250 Yo 4500 % 
407 
406 ara 
a ‘di 
as -¥ / 
‘8 gas an vi 
> ee as y. pat, 8 ‘\ 4 
N di 4 Po f——-- 
as G0¥ a 7 t x 
S "i ot / ‘ 
r P-4 ee 
s G03 a 
= “ 
a 
= an it 
497 











Aus den Tabellen erhellt, daB bei 0,125- bis 0,25°,,igem Cholsaure- 
gehalt der d-Milchséuregehalt des Autolysengemisches im Vergleich 
mit der Kontrolle viel niedriger ist und bei 0,5°,igem Cholsiuregehalt 
gerade den umgekehrten Wert zeigt. Bei der Desoxycholséureprobe 
weicht das Verhalten gegeniiber dem Milchséurestand etwas ab: bei 
0,125°,igem Gehalt ist der d-Milchsiuregehalt des Autolysengemisches 
héher als der der Kontrolle, aber bei 0,25°,igem Gehalt scheint er ohne 
KinfluB zu sein; bei 0,5°,igem Gehalt zeigt sich dagegen gesteigerte 
d-Milchsaurebildung. 

Aus den oben erwéhnten Versuchen lassen sich sehr interessante 
Ergebnisse entnehmen. Bei geringfiigigem Cholsaéuregehalt, wie ich 
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iin fiir physiologisch halte, wird entweder die autolytische Milchsaure- 
bildung des Leberbreies aus Kohlenhydraten, namlich aus Glykogen 

id Glucose, gehemmt oder der oxydative Kohlenhydrateabbau, 
nimlich die Milchséiurespaltung, geférdert. Bei einem hohen Chol- 
siuregehalt, wie bei Stauungsikterus, verlauft der ProzeB ganz 
umgekehrt. 


Die Desoxycholsaure ist viel giftiger als die Cholséure. Die himo- 
lytische Kraft der Desoxycholsdure ist achtfach stairker als die der 
Cholsiure, wie bereits erwahnt. Der Zusatz einer geringen Menge von 
Desoxycholsdure (0,125°,), deren Gehalt fiir die Cholsiure physio- 
logisch ist, wirkt schon stark schadlich, indem der Milchséiuregehalt 
des Autolysengemisches vermehrten Wert zeigt. Aber bei 0,25°,igem 
Gehalt an Desoxycholsiure wird nach /koma (26) die Fettspaltung 
stark beférdert. Daraus folgt, daB die dabei gebildeten héheren Fett- 
siuren zur Desoxycholsaure sich addieren werden, um die Choleinsaéure 
zu bilden. Auf diese Weise wird die Desoxycholsdure weitgehend ent- 
giftet [Karasawa (27)] und ihre schadliche Wirkung dadurch aus- 
geglichen. Die physiologische Menge der Desoxycholséure muB8 in der 
Leber also weit geringer als 0,125°, sein. Bei 0,5°,igem Gehalt an 
Desoxycholsaure ist die Milchsiurebildung etwas lebhafter als bei 0,25°,. 
Auf Grund der oben erwahnten Ergebnisse ]aBt sich wohl der SchluB 
ziehen, daB die Gallenséure in der Leber im AnschluB an die anderen 
Hormone und ihre Nervenwirkungen auf den intermediaren Kohlen- 


hydratstoffwechsel einwirkt und daB sie bei ihrer physiologischen Menge 
entweder die Milchsaurebildung hemmend oder die Milchsiureoxydation 
beférdernd wirkt, sowie daB sie bei ihrer pathologischen Menge ganz 
umgekehrt wirkt, wie das bei akuter gelber Leberatrophie und Phosphor- 
vergiftung der Fall ist. Der Wirkungsmechanismus der Gallensiure 
bei der Milchséurebildung von Leberautolyse entspricht somit fast 
véllig dem beim Versuch in vivo. 


2. Versuch mit Ochsenmuskel. 


Der aseptisch abpriparierte frische Ochsenmuskel wurde mit der 
Hackmaschine fein zerkleinert, griindlich umgeriihrt und méglichst schnell 
fiir die Autolyse zubereitet, wie Tabelle [Xa dies veranschaulicht. 


Die Mischungen wurden gut durchgeschiittelt und im Thermostaten bei 
38° C unter taglich dreimaligen Umschiittelungen gehalten. Der Muskelbrei 
wurde nach 48stiindiger Digestion in einer emaillierten Schale unter 
schwacher Ansiuerung mit verdiinnter Schwefelsiure bis zum Sieden 
erhitzt. Nach vélligem Erkalten wurde das Ganze abfiltriert und der Riick- 
stand gut gewaschen. Das Filtrat und das Waschwasser wurden auf dem 
Wasserbad stark eingedampfi und nach der Methode Nagashima (28) genau 
wie bei der ‘Leberautolyse weiter behandelt, um die Milchséure zu _ be- 
stimmen. 
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Tabelle IX a. 





2°/,5 Gallen- 


Siure- |4Septisches 

Art der Portionen Muskelbrei | natrium- aa — 
lisung 

g ecm ecm cem 
ae eee 100 0 105 0 
Bomtrolis.... 16.4%: 100 0 40 65 
Mit Gallensiure (I). . . 100 10 30 65 
*” » (oo 100 20 20 65 
; (iar)... 100 40 0 65 


Jede Portion ist mit 10cem Toluol bedeckt worden. 


Die Doppelbestimmung hat stets gut iibereinstimmende Resultate 
ergeben. Sie sind in den Tabellen Xa bis XIIIa zusammengestellt 


Tabelle Xa. 
(mit Cholséure I). 


Chloroform- Autolyss 


gemisc} 


ecm 


200 
200 
200 
200 
200 





4 





b g s 42 83 
ote Peet or | ae 
33/88/85 | 85 /E&S | 
a = be 2 =o ea s Hg 
Art der Portionen 2 1) S te oS 24 3 ce 
2 &s | 68 | gs Fs ny as 
” Ss | ae | s= | we 3 = 
ae = 
. Std a 0¢ 0, g e 
ee 0 0 | -0,45 15 1,617 |0,4042 0,3749 0,1874 
moommerome.... 0 48 -0,80 17 |2,913 0,7282 0,6755 0.3377 
Mit Cholséure (1). . 0,1 48 -0,70' 17 (|2,543 |0,6357 0.5897 0,2948 
. ia (II) . 0,2 48 -0,72, 12 (2,617 |0,6542,0,6069 0,3034 
(III). 0,4 48 —0,68 16 | 2,5308/0,6327 0,5869 0,2934 


Tabelle Xla 
(mit Cholséure II). 


Gefundene Menge 


d-Milch- 


saure 





| 
| 


° on me e = 
& > os | =o — = 
e+ - H =§ - B= 4 as 
23 2° 25 Ss S44 2 ! 
es = te ae 20 a £< 
Art der Portionen 2g 5a 2 & os ¢- 3 =5 
2 L 265 =S Es - Ag 
x © Se ES os od 1@ 
- sc 2s a= MP oat ad 
= i al 
0/9 Std “ oC 9/9 g g 
| 
A | 5 - - PPT, 
eae, 0 -0,60 16 |2,172 0,5431/0,5038 0,2519 


Bomieciie. ..... 0 48 -1,00 17 | 3,6912'0,9228 0,8560 0,4280 
Mit Cholsaure (I). . 0,1 48 —0,90 17 |3,296 0,8240 0,7644 0,3822 
re (II) . 0,2 48 —0,96 13 |3,530 0,8827 0.8188 0,4094 

(IIT). 0,4 48 -0,80 16 2,913 0,7282 0,6755 0,3377 


Gefundene Menge 


| 
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shure 


o d-Milch- 


Bec 


Art 


Sofort 
Kontre 
Mit De 


Art 


Sofort 
Kontr« 
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(I). 
Mit De 
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Mit De 
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Ku 
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Tabelle XIla 
(mit Desoxycholsaure I). 





Gefundene Menge 


Art der Portionen ‘ 
s 


der Digestion 


; 
4 
= 


Li-Lactat 
d-Milch 


nw 


gz 


See ee eee } Zi 2.395 0,5987 0.5553 0, 
Kontrolle. .... . i y 3,296 0,8240 0,7644 0,3822 
Mit Desoxycholsiure 

‘ee ; 8 -0,5 2% 1,913 0,4782 0,4436 0,22 
Mit Desoxycholsiaure 

BM a as oa) a ns oe 3 é 2.395 0,5987 0.5553 0.: 
Mit Desoxycholsaure 

<<: ree . 53 26 1,913  0,4782 0,4436 0,22 


Tabelle XIIla 


Desoxycholsiure 





— 


Gefundene Men 


Art der Portionen 


eae —Q, > 12,173 ,5431 0,5038 0.2519 
Monieotie . . ... 4 -1, 3.6912 0,9228 0.8560 0,4280 
Mit Desoxycholsaure 

Aa et" , -0,$ y 3,34! ,8364 0,7759 0.3879 
Mit Desoxycholsaure 

ot A ¥ 96 3.5% ),8827 0.8188 0.4094 
Mit Desoxycholsiiure 

| rer 4 d ~0,90 3,296 0,8240 0.7644 0.3822 


Tabelle XI Va. 
Kurven zu den Tabellen Xa und XlIa. ( mit Cholséure 


ho/saure 





wv 





Milchsaurewert in 
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Tabelle X Va. 
Kurven zu den Tabellen XITa und XIIIa. (Versuch mit Desoxycholsau: 
sofort Desoxychol- Desoxychol- Desarycho/- 


inaktiy  Kontroi/e sauregehalt sauregehall sauregehalt 
gemacht aI% 42% a4% 
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Der Milchséurestand bei Muskelautolyse unter Zusatz von Gallen 
siure ist von dem bei Leberautolyse ganz verschieden. Bei verschie 
denem Gallenséuregehalt ist der Milchsiuregehalt des Autolysen- 
gemisches von Muskeln ganz gering im Vergleich mit der Kontrolle, 
wie aus den Tabellen Xa bis XVa erhellt. 


Die Daten zeigen, daB schon bei 0,1°%igem Gallensaiuregehalt 
die Milchséurebildung ir 1 gestért wird. Daraus kann man 
schlieBen, daB durch .ung von Gallensdéure der anoxybiotische 
Abbau des Kohle .aves wie des Glykogens, Traubenzuckers oder 
sogenannten Lactacidogens zu Milchsiure, d.h. der fermentative 
Kohlenhydratabbau etwas gehemmt wird. 


Ergebnisse. 


Auf Grund obiger Befunde 14Bt sich woh] verstehen, daB die 
Stellung der Leber und des Muskels im Kohlenhydratstoffwechsel 
verschieden voneinander ist. Wie im Muskelgewebe der Kohlenhydrat- 
abbau die energieliefernde Reaktion ist, so ist die Leber ein wichtiger 
Regulator des Kohlenhydratumsatzes. 


Man kann auch vermuten, daB die Fermentarten und ihr Wirkungs- 
mechanismus im Kohlenhydratstoffwechsel in der Leber und im Mu! 
etwas verschieden voneinander sind, wie Simpson und Macleod (2%) 
bei ihren Autolysenversuchen mit den Spaltungsvorgangen des Glykogens 
in der Leber und im Muskel bewiesen haben. 


Die Gallensaure in den Leberzellen hat den Leberfermenten gegen- 
tiber die spezifische Affinitaét und soll die hormonale, regulierende 
Wirkung auf den Kohlenhydratstoffwechsel hauptsachlich in der Leber 
bewirken, wie Misaki (5) behauptet hat. 
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Neulich hat Uraki (30) im hiesigen Institut bewiesen, daB die 
Cholséure die Phosphatasewirkung der Leber und des Muskels in vitro 
ei 24stiindiger Digestion fordert, indem der Hexosenphosphatgehalt 
n seinem Digestionsgemisch gesteigert wird. Deshalb ]4Bt sich mein 
Ergebnis woh] so deuten, daB die maBige Gallensduremenge in der Leber 
die Phosphatese aktivierend zu beeinflussen vermag, indem dadurch 
die Glykogenbildung der Leber aus der Milchsiéure geférdert werden 
kann, 


In diesem Sinne wurden die nachfolgenden Versuche ausgefiihrt. 


itl. Einflu8 der Cholsiure auf die Glykogensynthese aus der Milehsiure in 
der Leber. 


Cori und Cori (31), Geiger und seine Mitarbeiter (32) (33) kamen 
durch ihre Experimente zu der Annahme, daB im Kohlenhydratstoft- 
wechsel zwei Kreisprozesse nebeneinander verlaufen, indem er sich 
der Blutmilchséure aus Muskelglykogen fiir die Glykogenbildung der 
Leber und des Blutzuckers aus Leberglykogen fiir die des Muskels 
bedient. 


Die durch Adrenalin aus dem Muskelglykogen produzierte Milch- 


siure wird in der Leber zu Glykogen resynthetisiert. Bei Leber- 
beschadigung wird die Blutmilchséure daher schlecht in der Leber 
verarbeitet und im Harn ausgeschieden, wie dies °hosphorvergiftung 


der Leber der Fall ist. 


Beim vorigen Versuch habe ich gefunden, daB die Lebermilchsaure 
von niichternen Kaninchen sowie die bei Leberautolyse durch Zufuhr 
einer méBigen Menge von Gallensiure vermindert wird. Dabei habe 
ich angenommen, daB die Gallensiure im Sinne einer Férderung der 
Phosphorvlierung die Glykogenbildung steigern kénne, wie Uraki (30) 
behauptet hat. 


Zum Zweck einer Bestatigung dieser Annahme habe ich den EinfluB 
der Gallenséiure auf die Glykogenbildung aus der Milchsaéure in der 
Leber von Kaninchen sowohl mit als auch ohne Zufuhr von Cholsaéure 
u~‘tersucht. 

% 


Beschreibung der Versuche. 


Die lange Zeit im Kafig isolierten, unter denselben Bedingungen 
geziichteten kraftigen Kaninchen lieB man 4 Tage lang hungern. Dann 
wurde zuerst 1,8 g der r-Milchsiure pro Kilogramm als 2n Natriumsalz- 
lésung den Kaninchen mittels des Katheters verfiittert, auf Grund der 
Berechnung nach dem Absorptionskoeffizienten von Cori und Cori (34), 
und 1 Stunde darauf Icem einer 1°,igen Cholatlésung pro Kilogramm 
subeutan injiziert. Nach Ablauf von 2 Stunden wurden die Tiere durch 
Nackenschlag rasch getétet, unter Carotisdurchschneidung gut verblutet, 
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hierauf die Leber schnell herausgenommen, von Blut befreit und ge: 
gewogen. 


Andererseits wurden 0,3 g Cholsiure pro Kilogramm als 10 
Natriumsalzlésung mit der Lactatlésung zusammen an die Kaninch«) 
verfiittert, nach Ablauf von 3 Stunden wurden die Tiere genau wie vor) 
behandelt. 


Das Gemenge des Fiitterungsmaterials wurde stets mit Wasser bis aii 
50 ccm aufgefiillt und als solches verfiittert, um seine Resorptionsbediy, 
gungen auszugleichen. Es wurde schon von Cori und Cori (35) bewiesen 
daB etwa 63,5°,,ige r-Milchséure von der Darmschleimhaut der Ratte oi: 
resorbiert wird und in die Leber gelangt, wo sie zum Glykogen synth; 
tisiert wird. 

Die ganze gewogene Leber wurde schnell zerschnitten, in den Kolber 
hineingeworfen, der etwa 40 ccm einer 35°,igen heiBen Kalilauge enthielt. 
und gut gelést. Thr Glykogengehalt wurde nach Iwasaki und Moori (36 
in Traubenzucker verwandelt, der nach Bertrand bestimmt und als Glykoge: 


in Rechnung gebracht wurde. Die Resultate sind in den Tabellen Ib bis ITI}, 


zusammengestellt. 
Tabelle Ib 
(Kontrolle). 





Kirpergewicht 


—| Geschlecht | Lebergewicht | Leberglykogen | Leberglykoge: 


vor dem nach dem 
Hungern Hungern g g Oly 
2550 2380 rou 37,2 0,459 1,234 
2600 2200 Q 40,3 0,375 0,931 
2200 1800 fou 38,5 0,354 0,919 
2750 2350 2 54,3 0,448 0,825 
2600 2280 Q 37,7 0,188 0,499 
2700 2400 rou 41,2 0,205 0,498 
3100 2600 rou 46,0 0,168 0,366 
Durchschnittswert : 0,314 0,753 


Tabelle IIb (mit Cholsaure I). 


Bei subcutaner Zufuhr von 0,01 g Cholséiure pro Kilogramm. 





Kirpergewicht 





Geschlecht | Lebergewicht Leberglykogen Leberglykoge: 


vor dem nach dem 
Hungern Hungern g g 5 
2100 1850 9 32,4 0,556 1,717 
2700 2000 2 40,9 0,626 1,531 
2200 1700 rou 32,3 0,460 1,423 
2200 1900 g 35,7 0,460 1,288 
2150 1750 fou 31,5 0,366 1,162 
2200 1960 oO 31,4 0,248 0,791 
2550 2220 2 38,1 0,296 0,776 
Durchschnittswert : | 0,430 1,241 
Vergleich mit Kontrolle: | 36,9% | 64,8% 


vermehrt vermehrt 
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Tabelle IIIb (mit Cholsaure I1). 


Bei peroraler Zufuhr von 0,3 g Cholsiiure pro Kilogramm. 





Kérpergewicht 
5 canrg ——————— Geschlecht Lebergewicht Leberglykogen Leberglykoger 
vor dem nach dem , B a ee 


Hungern Hungern g g 0 
2100 1750 g 38,2 0,591 1,547 
2330 1950 feu 41,7 0,507 1,215 
2450 2050 2 41,5 0,483 1,164 
2400 2280 Q 41,5 0,481 1,158 
2100 1800 fou 38,4 0,249 0,648 
2400 2100 a 38,5 0,185 0,482 
2450 2250 fed 38,3 0,178 0.466 
Durchschnittswert : 0,382 0,954 
Vergleich mit Kontrolle: 21,6% 26,7% 

vermehrt vermehrt 


Die Versuche der Tabelle lb zeigen, daB der Glykogengehalt der 
Leber bei alleiniger Zufuhr von Lactatlésung durchschnittlich 0,753 °%, 
betragt. 

Die Versuche der Tabelle Ib, bei der die Cholsaéure subcutan 
verabreicht wurde, zeigen, daB der Glykogengehalt der Leber durch- 
schnittlich 1,241°, betiagt. 

Die Cholsaiure férdert somit die Glykogenbildung aus r-Milchsaure 
in der Leber, und zwar wird der Glykogengehalt der Leber durch sub- 
cutane Zufuhr von Cholséure durchschnittlich um 0,486°, vermehrt, 
verglichen mit dem bei Zufuhr von Milchséure allein. Demnach wird 
das Glykogen der Leber durch subcutane Zufuhr der Cholséure mit 
Milchséure durchschnittlich um 64,8°, vermehrt. 

Aus Tabelle IITb erhellt, daB der Glykogengehalt der Leber bei 
peroraler Zufuhr von Cholséure mit Lactatlésung durchschnittlich 
0,954°, betragt. Demnach wird die Glykogenbildung aus r-Milchsaure 
durch Fiitterung von Cholséure geférdert, und der Glykogengehalt 
der Leber vermehrt sich durchschnittlich um 0,201°,, verglichen mit 
dem bei alleiniger Lactatfiitterung. Der Glykogengehalt der Leber 
wird also durch perorale Zufuhr von Lactatlésung mit Cholséiure durch- 


eo 


schnittlich um 26,7°, vermehrt. 

Aus diesen Ergebnissen geht hervor, daB die Cholsiure sowohl 
bei subcutaner als auch bei peroraler Zutuhr die Glykogenbildung 
aus der r-Milchsaure in der Leber des niichternen Kaninchens deutlich 


fordert. 


Die Glykogenbildung aus der r-Milchsiure ist bei peroraler Zufulir 
von Cholséure bedeutend geringer als bei subcutaner. Die Ursache 


dieses Unterschiedes scheint vielleicht auf der die Darmperistaltik 
Q* 
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férdernden Wirkung der Gallenséure zu beruhen. Aus den Daten kay 
man wohl schlieBen, daB, wenn die subcutane Zufuhr einer maBbive: 
Menge von Cholséure in die Leber gelangt, sie eine hormonale Wirkwny 
austibt, indem die Glykogenbildung aus r-Milchséure dadurch ve. 
steigert wird. 

IV. Zusammenfassung. 

1. Der normale Milchsaéurewert des niichternen Kaninchens betrigt 
durchschnittlich in der Leber 0,0592°%,, im Muskel 0,196°, und im 
Blute 10,558 mg-°%,. 

2. Die subcutane Zufuhr einer kleinen Menge Natriumcholat- 
lésung bei niichternen Kaninchen setzt den Milchsaéuregehalt der Lebe: 
herab, wahrend sie indes keinen EinfluB auf den Milchsiurewert des 
Muskels und des Blutes auszuiiben vermag. 

3. Die Zufuhr einer gréBeren Menge von Natriumcholatlésung 
vermehrt den Milchséuregehalt der Leber und des Muskels, und die 
subeutane Zufuhr einer gréBeren Menge von Natriumdesoxycholat- 
lésung vermehrt auch den Milchséiuregehalt der Leber und des 
Muskels, wahrend sie jedoch ohne EinfluB auf den Blutmilchsaure- 
wert bleibt. 

4. Die Zufuhr der Natriumsalzlésung einer sehr kleinen Menge von 

' Desoxycholsaure hat im allgemeinen keinen EinfluB auf den Milchsiure- 
wert der Leber, des Muskels und des Blutes von niichternen Kaninchen. 

5. Die Milchsiurebildung bei Ochsenleberautolyse wird durch 
Zusatz von kleinen Mengen Cholsiure herabgesetzt, wihrend sie dagegen 
durch den von gréBeren Mengen gesteigert wird. Aber auch schon 
bei Zusatz einer kleinen Menge Desoxycholsaiure wird sie gesteigert 

6. Bei Ochsenmuskelautolyse ist die Milchséurebildung unabhangig 
von der Menge des Gallensiuregehaltes stets herabgesetzt. 

7. Die Glykogenbildung in der Leber von niichternen Kaninchen 
aus per os eingefiihrter d,1-Milchsiure wird sowohl durch subcutan 
als auch durch perorale Zufuhr von Natriumcholat vermehrt. 


Zum SchluB méchte ich nicht verfehlen, Herrn Prof. Dr. 7. Shimizv 
fiir seine iiberaus freundliche Anleitung bei dieser Arbeit meinen her 
lichsten Dank auszusprechen. 

Ebenso danke ich dem kaiserlichen Unterrichtsministerium ©: 
gebenst fiir das gewahrte Stipendium. 
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Bedeutung der Gallensiure im Kohlenhydratstoffwechsel. 


XVIII. Mitteilung: 


Uber den Einflu8 der Gallensiure auf die Blutglykolyse und die Glykogenoly se 
des Muskels. 


Von 


Moritaro Teraoka. 
(Aus dem physiologisch-chemischen Institut zu Okayama.) 


(Eingegangen am 30. Mdrz 1932.) 


Wenn die Gallensiure wegen ihrer antagonistischen Wirkung gegen 
Adrenalin im Kohlenhydratstoffwechsel groBe Bedeutung hat, indem 
sie den Blutzuckerspiegel herabsetzt, wie Misaki (1) und 7’. Okamura (2) 
bewiesen haben, und wenn ferner die Gallensaéure starken KinfluB auf 
den Milchsaéurestoffwechsel, besonders auf die autolytische Milchsaure- 
bildung ausiibt, wie Teraoka (3) nachgewiesen hat, so muB die Gallen- 
siure irgendeinen EinfluB auf die verschiedenen tierischen Zymasen 
und auf den enzymatischen ProzeB des intermediaren Kohlenhydiat- 
umsatzes ausiiben. 

In der Hoffnung einer Klarstellung dieses Problems wurde zuerst 
der EinfluB der Gallenséure auf die Blutglykolyse und die Muskel.- 
glykogenolyse in vitro studiert. 


I, Einflu8 der Gallensiure auf die Blutglykolyse in vitro. 


Die Glykolyse wird bekanntlich durch ein sogenanntes glykolytisches 
Ferment verursacht, dessen Wirkung durch Erhitzung bei 50° C zerstért 
wird. Es ist nicht gelungen, dieses Ferment im Serum nachzuweisen 
dagegen aber in Blutkérperchen und Geweben, insbesondere in roten 
Blutkérperchen. Hamolyse hebt die Glykolyse aut. Diese bereits oben 
erwahnte Tatsache ist von vielen Autoren, wie Rona und Déblin (4 
Aibara (5) und Kawashima (6) nachgewiesen worden. 

Die Wirkungen der Gallenséiure und des Insulins auf den Kohlen 
hydratstoffwechsel sind einander sehr ahnlich. Uber die Insulinwirkung 
auf die Glykolyse sind von vielen Autoren Untersuchungen angestellt 
worden, aber die Ergebnisse ermangeln der Ubereinstimmung. Es ist 
wahrscheinlich, daB das Insulin auf die Blutglykolyse bei normale: 
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Kaninchen im allgemeinen keinen EinfluB hat, wie Eadie, Macleod, 
Noble (7), Homma (8),~Yoshimata (9) gezeigt haben. 

Was die Wirkung der Gallenséure auf die Blutglykolyse anbetrifft, 
so ist sie noch unbekannt. Ich habe daher die Wirkung der Gallenséiure 


aut die Blutglykolyse bei optimaler Wasserstoffionenkonzentration 


untersucht. 
Methodik. 


Fiir die Versuche wurden stets kraftige, gesunde Kaninchen verwendet. 
Aus der Carotis wurde das erforderliche Blut entnommen, in einen Kolben mit 
Glasperlen gebracht, defibriniert, mittels der Zentrifuge die Blutkérperchen 
vom Blutserum abgetrennt und diese Blutkérperchen mit physiologischer 
Kochsalzlésung drei- bis viermal ausgewaschen. 

2cem Blutkérperchen wurden mit 2cem 1°,iger Traubenzucker- 
losung (0,9°% NaCl enthaltend), mit 1 cem einer 0,01-, 0,1-, 0,2-, 0,4 ° igen 
Natriumcholatlésung (0,9, NaCl enthaltend) und mit 5cem Phosphat- 
gemisch (pH 7,731) nach Sérensen versetzt. Das Gemisch wurde bei 
37°C 24 Stunden lang in den Brutschrank gestellt, weil die Glykolyse 
meist in den ersten 24 Stunden ihren héchsten Grad erreicht. Wahrend 
des Versuchs muf das Gemisch manchmal geschiittelt werden, um optimale 
Wirkungsbedingungen fiir das Enzym zu erlangen. Als Kontrolle wurde 
anstatt der Cholatlésung 1 cem physiologischer Kochsalzlésung gebraucht. 
Die Gesamtmenge des Digestionsgemisches betrigt 10cem. Von dem 
Digestionsgemisch wurde zweimal, d.h. sofort und nach 24 Stunden, die 
Zuckermenge nach Hagedorn und Jensens Methode (10) und die Milchséure 
nach Hirsch-Kauffmanns Methode (11) bestimmt. Es sind stets Doppel- 
analysen ausgefiihrt worden. Samtliche Fliissigkeiten, Pipetten und 
Glaser waren steril. Bei einzelnen Versuchen sind Bakterien manchmal im 
Digestionsgemisch gewachsen, wahrend sie auf Agar sich gut entwickelten. 
Solche Versuche sind immer abgebrochen worden. Die Resultate sind in 
den Tabellen I bis V zusammengestellt. 


Tabelle J. 





Abnahme Hemmungsgrad 








Cholstiure Digestionszeit Glucose von Glucose Zuckerverlust der Glykolyse 
6 Std. mg mg %Fo 0 
0 sofort 22.9 0 0 0 
0 24 15,4 7,5 32,7 0 
0,01 24 15,6 7,3 31,8 1,3 
0,02 24 16,0 6,9 30,1 3.9 
0,04 24 16,5 6,4 27,9 7,1 
Tabelle II. 
Abnahme ; Hemmungsgrad 
Cholsture | Digestionszeit Glucose jor ae Zuckerverlust der Gis so tog 
%o Std. mg mg 0}, 9 
0 sofort 20,8 0 0 0 
0 24 7.9 12,9 62,0 0) 
9,01 24 9.3 11.5 55.2 17,7 
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Tabelle Ill. 
Glucose Milchs&ure 
Chol- ps. ge- nom- ge- on 
esare zeit fundene Abnahme Verlust Pon fundene Zunahme as . 
Menge Glykolyse Menge Gly k 
0 Std mg mg 0 0), mg mg 
0) sofort 29(0),.2 ft] 0 QO 0.167 0, ) 
0 24 7,0 13,2 65,3 0 8,367 8,200 0) 
0,01 24 8,2 12,0 59,4 17,1 7,279 7,112 13,( 
0,04 24 9,5 10,7 52,9 35,7 6,861 6,694 18, 
Tabelle IV. 
Glucose Milchs&ure 
Di- ae ETs ; : iat 
Chol- - Hem- Hen 
- : gestions- ge- — re- ws 
Saure zeit fundene Abnahme Verlust Buoy fundene Zunahme ond , 
Menge Glykolyse| Menge Glykoly se 
%9 Std. mg mg lo %lo mg mg e 
0 sofort 20,5 0 0 0 0,167 0 0 
0 24 8,3 12,2 59,5 0 10,207 , 10,040 0 
0,01 24 9,3 11,2 54,6 12,0 | 10,123 9,956 0,8 
0,001 24 8,3 12,2 59,5 0 10,793 | 10,626 etwas 
vermebrt 
Tabelle V. 
Glucose Milchs&ure 
~ SE Sek: Re meee eS 
Chol- Leo Hem- Hem- 
- gestions- ge- = ge- — 
snare zeit fundene Abnahme  Verlust amet hee fundene Zunahme hy 
Menge Glykolyse Menge Glykolyse 
O15 Std. mg mg V5 Ol mg mg ( 
0 sofort || 20,6 0 0 0 0,335 0 0 
0 24 | 10,0 10,6 51,5 0 8,952 8,617 0 
0,01 24 || 10,8 98 | 47,6 8,0 8,701 8,366) 28 
0,04 24 f 11,1 9,5 46,1 11,0 8,534 8,199 4,7 
0,001 24 =| 9,9 10,7 51,9 etwas 8,902 8,567 0.5 
gefirdert 


Ergebnisse. 


Die Prozentzah] der verschwundenen, durch Blutkérperchen des 
normalen Kaninchens glykolysierten Zuckermenge betragt nach Ablauf 


von 24 Stunden 32,7 bis 65,3°%>. 


Die verschwundene Glucosemenge entspricht nicht der entstandenen 
Menge von Milchsaéure; erstere ist nimlich 10,6 bis 13,2 mg, letztere 
8,2 bis 10,04 mg, wie Abraham und Altmann (12), Stuber und Lang (13), 
Donhoffer und Mittag (14) beobachtet haben. 

Wenn das Digestionsgemisch 0,01 bis 0,04°%, Cholséure enthalt 
wird in Ubereinstimmung mit der Cholséurekonzentration die Glykolyse 


dadurch hemmend beeinfluBt. 


Beim 0,001°,igen Cholséuregehalt 
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wird die Glykolyse jedoch unbeeinfluBt gefunden. Dieselbe Menge von 
Cholséure verursacht auch keine Hamolyse. 
Das Ergebnis dieser Versuche darf man demnach dahin zusammen- 
ssen, daB die Gallensdure bei etwas héherer Konzentration auf das 
elvkolytische Ferment des Blutes direkt hemmend wirkt. Dieser 
Vorgang mag vielleicht auch bei Stauungsikterus und Cholamie ein- 
treten. 


If. EinfluB der Gallensiure auf die Glykogenolyse durch Muskelextrakt. 

Es unterliegt keinem Zweifel, daB das Muskelglykogen die wichtigste 
Kraftquelle der Muskelarbeit ist und die Spaltung des Glykogens zu 
Milchséure die energieliefernde chemische Reaktion fiir die Muskel- 
arbeit darstellt. Uber den SpaltungsprozeB des Muskelglykogens zu 
Milchséure herrscht noch nicht vdéllige Klarheit, er verlauft indes 
héchstwahrscheinlich tiber die anoxybiotische Phase nach dér Meyerhof- 
schen Reaktion. Die Gallensiure besitzt auch eine antagonistische 
Wirkung gegen Adrenalin [Misaki (1)], aber der Milchsaiurewert des 
Muskels wird bei Zufuhr einer groBen Gallenséuremenge stark vermehrt 
gefunden (7'eraoka). Andererseits habe ich nachgewiesen, daB beim 
Autolysenversuch des Muskels die Milchséiurebildung durch Gallen- 
siurezusatz in verschiedenen Mengen stets gehemmt wird. Dabei habe 
ich bemerkt, daB nur bei Zufuhr einer groBen Menge von Gallensaure, 
wie bei Stauungsikterus und Cholamie, die Energielieferung aus Muskel- 
glykogen direkt gestért wird, indem die Gallensiure entweder die 
Milchsaéureoxydation oder die fermentative Milchsdéurebildung aus 
Glykogen hemmend beeinfluBt. 

Um eine weitere Bestatigung fiir diese Daten finden zu kénnen, 
habe ich dem Einflu8 der Gallensdiure auf die Glykogenolyse mittels 
der Muskelfermentlésung meine Aufmerksamkeit zugewandt. 


Methodik. 


Zur Herstellung des Muskelextrakts wurde die Muskulatur von ge- 
sunden Kaninchen mittels der stark gekiihlten Fleischhackmaschine zer- 
kleinert, mit der dreifachen Menge eisgekiihlten, destillierten Wassers 
verriihrt und nach einigen Minuten koliert. Das Kolat wurde als Ferment- 
lésung vewendet. 

20 ccm Fermentlésung wurden mit 10ccem 1°,iger Glykogenlésung, 
l5cem Phosphatgemisch (px := 7,381) und 5cem 1°, ige Gailenséuresa!z- 
lésung versetzt. Als Kontroll4 wurden 5 ccm destilliertes Wasser anstatt 
der Gallensaéuresalzlésung gebraucht. Dieses Gemisch wurde in einen 
Erlenmeyer-Kolben hineingebracht, gut umgeschiittelt und bei 37°C im 
Brutschrank stehengelassen. Die Gesamtmenge der Fliissigkeit betragt 
50 cem. Im Laufe der Zeit, d. h. sofort, nach 1, 2, 4, 6 Stunden, oder sofort, 
nach 2, 6 Stunden, wurde von dem Inhalt eine jeweils bestimmte Portion 
aus dem Brutschrank herausgenommen und 20cem dieses Digestions- 
gemisches sofort der Glykogenbestimmung nach Jwasaki und Mori (15) 
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sowie nach Bertrand zugefiihrt. 


M. Teraoka: 


30 cem davon wurden nach der Schen: 
schen Methode enteiweiBt und nach Hirsch-Kauffmann (11) die Milchsaur: 
bestimmt. Die Resultate sind in den Tabellen VI bis [X zusammengestell| 














Tabelle VI. 
Sofort Digestionszeit 
mg 1 Std. 2 Std. 4 Std. 6 St 
Glykogen. 
gef. Menge mg | 22,2 8,0 0 0 
Kontrolle | gespaltene { mg 72,7 86,9 94,9 4 
Menge .% 76,6 91,5 100.0 100.0 
| gef.Menge mg 64,4 483 16,1 12,9 
94,9 Cholsiure l gespaltene { mg 305 46,6 78,8 82,0 
Menge % 32,1 49,1 | 83,0 | 86,4 
| gef.Menge mg _ = 80,5 483 32,2 , 29,0 
Desoxycholsaure gespaltene { mg 14,4 46,6 62,7 65,9 
| Menge 1% 15,1 49,1 | 66,0 | 69,4 
Milchsaure. 
gef. Menge mg 34,5 41,4 58.6 60,9 
Kontrolle vermehrte { mg 10,4 17,3 34,5 | 36,8 
Menge .% 43,1 | 71,7 |143,1 |152,7 
| gef.Menge mg | 32,2 33,9 | 43,7 | 47,1 
24,1 Cholsaiure vermehrte | mg 8,1 9,8 | 19,6 | 23,0 
Menge 1% 33,6 | 40,6 | 81,7 | 95,4 
| gef. Menge mg | 31,4 32,2 33,3 | 34,5 
Desoxycholsiure vermehrte { mg 7,3 8,1 9,2 | 10,4 
| Menge 1% 30,2 33,6 381 | 43,1 
Tabelle VII. 
Sofort 2 pigeciionsnett 
mg 2 Std. 6 Std 
Glykogen. 
| gef. Menge mg 25,3 10,8 
Kontrolle gespaltene { mg 39.8 53,4 
|| “Menge | % 61,1 82.0 
| gef. Menge mg 30,7 18,1 
65,1 Cholsaure gespaltene { mg 34,4 47,0 
| “Menge | % 52.8 72,2 
gef. Menge mg 39,8 25,3 
Desoxycholsiure gespaltene | mg 25,3 39,8 
| “Menge | % 38,9 61,1 
Milchsaure. 
gef. Menge mg 35.6 41,8 
Kontrolle | vermehrte { mg 9,4 15,6 
| Menge 1% 35,9 59,5 
gef. Menge mg 29,5 35,5 
26,2 Cholsiure vermehrte mg 3.3 9,3 
| Menge x 12,6 35,5 
| gef. Menge mg 27,6 29,6 
Desoxycholsaure vermehrte { mg 1,4 3,4 
Menge 1% 5.3 12,9 
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Tabelle VIII. 





Digestionszeit 


2 Std 6 Std 


Glykogen. 
gef. Menge g 9,< 2,4 
Kontrolle gespaltene 72, 89,3 
Menge ;, 97,4 
gef. Menge g 3, 38.6 
Cholsaure gespaltene £ . 53.1 
Menge 52, 57.9 
gef. Menge 94 | 
Desoxycholsiure gespaltene 
Menge | 


verlore 


Milchsaure. 
gef. Menge y 66,6 
Kontrolle vermehrte mg »f 26,1 
Menge % 60,4 
gef. Menge mg 64,6 
Cholsaure vermehrte mg 23,1 
Menge % 3% 5 55.6 

I gef. Menge mg 42, 
! Desoxycholsaure vermehrte { mg verlore 
Menge | 2 





Tabelle 1X. 





Sofort Digestionszeit 


mg 2 Std. 6 Std 


Glykogen. 

gef. Menge mg 

Kontrolle gespaltene { mg 
Menge 4 

gef. Menge mg 

Cholsaure gespaltene {| mg 
Menge 1% 

gef. Menge mg 

Desoxycholsaure gespaltene {| mg 
Menge . 9 


Milchsaure. 
gef. Menge mg 
Kontrolle vermehrte mg 
Menge 
gef. Menge 
Cholsaure vermehrte 
Menge 
gef. Menge 
Desoxycholsiure vermehrte 
Menge 


Oo 





Erqe hy 188€. 


Der sofortige Glykogengehalt des Digestionsgemisches betragt 
65.1 bis 94,9 mg. Der groBe Unterschied des Glykogengehaltes ist wohl 
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einerseits auf die Unreinheit des zugesetzten Glykogens und ander 
seits auf das vorgebildete Muskelglykogen zuriickzufiihren. 


Diese Menge von Glykogen vermindert sich allmahlich durch di: 
Glykogenolyse, und die Spaltung des Glykogens betragt schon nac! 
2 Stunden 61,1 bis 91,5°, des Anfangswertes, nach 6 Stunden 82.) 
bis 97,4°,, in einem Falle wurde das Glykogen nicht mehr nac! 
gewiesen. Bei Zusatz von Cholséure betragt der Wert des gespaltenen 
Glykogens nach 2 Stunden 49,1 bis 52,8°, und nach 6 Stunden 57,9 
bis 86,4°, des sofortigen Anfangswertes. Bei Zusatz von Desoxycho! 
siure ist der Hemmungsgrad der Glykogenolyse so stark, daB die 
Glykogenspaltung nach 2 Stunden 34,5 bis 49,1°., nach 6 Stunden 
61,1 bis 77,5°% des sofortigen Anfangswertes betragt. 


Aus diesem Ergebnis folgt, daB bei Zusatz von Gallensiéure die 
Glykogenspaltung durch Muskelferment stark gehemmt wird und dai 
die die Glykogenolyse hemmende Wirkung der Desoxycholsaéure viel 
starker als die der Cholsdéure ist. 

Der vorgebildete Milchséuregehalt des Digestionsgemisches betrigt 
24,1 bis 41,5 mg. Dieser Milchséurewert ist nach Ablaut der Digestion 
erhoéht. Diese Milchsiurevermehrung leitet sich vielleicht her teils aus 
dem vorhergebildeten Spaltungsprodukt des Glykogens (Lactacidogen), 
teils aus dem zugesetzten Glykogen. 


Beim Kontrollversuch wird der Milchsdéuregehalt nach 2 Stunden 
um 35,9 bis 71,7°,, nach 6 Stunden um 59,5 bis 152,7°, des sofortigen 
Wertes gesteigert. Durch den Zusatz von Cholsaure erleidet die Milch- 
saurebildung im Digestionsgemisch eine so starke Hemmung, daB der 
Milchséuregehalt nach 2 Stunden um 12,6 bis 51,9°,, nach 6 Stunden 
um 35,5 bis 95,4°, des sofortigen Wertes gesteigert wird. Bei Zusatz 
yon Desoxycholséure wird die Milchsdéurebildung im Digestionsgemisch 
noch viel stérker gehemmt als bei Cholatzusatz. Die Vermehrung der 
Milchséure bei Desoxycholatzusatz betragt nach 2 Stunden 2,2 bis 
33,6°%, nach 6 Stunden 9,1 bis 43,1°, des sofortigen Milchséurewertes. 


Aus diesen Daten ergibt sich, daB die Gallensaéure auf die Glykogen- 
spaltung durch Muskelfermente in vitro stark hemmend einwirkt und 
daB diese die Glykogenolyse hemmende Wirkung der Desoxycholsaure 
bedeutend starker als die der Cholsaure ist. 


Aus simtlichen obigen Daten ]aBt sich wohl schlieBen, daB die 
Gallensiure direkt auf das das Glykogen spaltende Ferment und auf 
das glykolytische Ferment im Muske] hemmend zu wirken vermag und 
daB hierdurch in pathologischen Fallen, wie vielleicht bei Stauungs- 
ikterus oder Cholamie, die Energielieferung im Muske] durch den Gallen- 
siurezufluB stark beschaidigt werden kann. 
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Zusammenfassung. 

1. Die Blutglykolyse in vitro wird durch den Gallensiurezusatz 
etwas gehemmt, wenn das Autolysengemisch 0,01 bis 0,04°, Gallen- 
jure enthalt, wahrend beim 0,001°,igen Gallensaiuregehalt die Blut- 
glykolyse nicht beeinfluBt wird. 

2. Die Glykogenolyse und Glykolyse durch Muskelferment in vitro 
wird durch den Gallenséurezusatz stark behindert, wenn das Autolysen- 
gemisch 0,1°, Gallensiure enthalt. Diese hemmende Wirkung tritt 
bei Zusatz von Desoxycholsaure viel starker in die Erscheinung als bei 
dem von Cholsaure. 

Zum Schlu8 méchte ich nicht verfehlen, Herrn Professor Dr. 
1. Shimizu fiir seine iiberaus freundliche Anleitung bei dieser Arbeit 
meinen herzlichsten Dank auszusprechen. 
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Methodische Mitteilungen. XVII. 


Von 


Ludwig Pineussen. 


Neue elektrometrische Versuchsanordnungen. 


Von 
Joh. Goérne. 


(Aus dem biologisch-chemischen Institut des stadtischen Krankenhauses 
am Urban-Berlin.) 


(Eingegangen am 31. Mdrz 1932.) 
Mit 4 Abbildungen im Text. 


I. Eine Elektrode zur raschen py-Bestimmung in kleinen Fliissigkeitsmengen. 


Die Anwendung der elektrometrischen Messung zur Bestimmung 
der Wasserstoftionenkonzentration nach der Chinhydronmethode hat 
sich infolge der Leichtigkeit der Ausfiihrung immer mehr eingebiirgert 
Durch eine in der Mitteilung VII! dieser Serie angegebene Mikro- 
elektrode wurde auch die Messung in kleinen Fliissigkeitsmengen 
ermoglicht. Eine gewisse Schwierigkeit, wenn es sich darum handelt, 
eine groBe Reihe von Messungen hintereinander in méglichst kurzer 
Zeit auszufiihren, war dadurch gegeben, daB die zu messende Fliissigkeit 
erst in das vorher zu reinigende und auszuspiilende MeBgetaB herein- 
gegeben werden muBte, was fiir Serienmessungen immerhin etwas 
Zeitverlust mit sich brachte. 

Gerade fiir solche Reihenversuche wurde die nachstehend be- 
schriebene Elektrode konstruiert. 


In dieser neuen Anordnung ist die Normalelektrode mit der Platin- 
elektrode, die in die zu messende mit Chinhydron versetzte Lésung 


1 L. Pincussen, diese Zeitschr. 186, 28, 1927. 
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eintaucht, fest verbunden. Die Konstruktion der Elektrode erlautert 
\bb. 1. In der Zeichnung bedeutet B eine Calomel-Normalelektrode. 
Diese ist mit Hilfe eines durchbohrten Korkens in ein gréBeres, nach 
unten hin verjiingtes und fast kapillar auslaufendes GefaB eingesetzt 
und kommuniziert mit diesem durch zwei kleine Ottnungen C. Das 
ZwischengeféB ist an seinem unteren Ende durch fest eingerammtes 
Filtrierpapier E verschlossen; die darunter gelegene Kapillare F’ ist 
ebenso wie das ganze ZwischengefaB mit ge- 
sittigter Kaliumchloridlésung D gefillt. Seit- 
lich an das ZwischengeféB angeheftet ist ein 
Glasrohr, das am unteren Ende einen ein- a 
geschmolzenen Platindraht tragt. Dieser TeilH =, 


SD 
D 
Toh» 
° 


wird in geeigneter Weise, z. B. mit elastischem H 
Siegellack, an das Zwischenstiick befestigt. ) 





Wie in der Abb. 1 angegeben, wird die Kapil- —p 
lare und die Platinelektrode A in die in einem 
beliebigen GefaB befindliche, mit Chinhydron 
gesiittigte Flissigkeit G eingetaucht und die 
Messung kann sofort vorgenommen werden. 
Fir eine neue Messung wird die Apparatur 
herausgenommen, abgespilt bzw. die Platin- 
elektrode kurz ausgegliiht. Sie ist dann so- 
fort wieder gebrauchsfertig. 
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Hat man einen langeren Platindraht, der Abb. 1. Abb. 2. 
auch fiir die Zufiihrung geniigt, so kann man 
diesen, ohne ihn durch ein Rohr zu fiihren, mit einigen Glastropfen 
direkt am ZwischengefaB befestigen (Abb. 2). Statt der Einrammung 
von Filtrierpapier vor die Kapillare der Calomelelektrode kann man 
das eintauchende Ende durch eine kleine Jenaer Glasfritte mit még- 
lichst engen Poren abschlieBen (vgl. Abb. 3). 


Il, Anwendung der elektrometrischen MaBanalyse auf die Mikro-Calecium- 
bestimmung. 


Im folgenden soll zunachst an einem Beispiel untersucht werden, 
ob sich sonst maBanalytisch durchgefiihrte Mikromethoden auch 
elektrometrisch ausfiihren lassen. Es wurde hierfiir die Bestimmung 
des Caleciums mit Permanganat gewahlt. Die Vorbereitung erfolgte 
in iblicher Weise durch Fallen der Ca-haltigen Lésung — einer Aschen- 
lésung aus Knochen — im Zentrifugenglas durch Zusatz von Oxalat, 
Auswaschen der iiberschiissigen Oxalsaure (vgl. Mikromethodik, V. Aufl., 
S. 175) und Titration der aus dem Calciumoxalat freigesetzten Oxalsaure 
in stark schwefelsaurer Lésung bei 80° mit n/100 Permanganat. 
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In die zu titrierende Lésung taucht eine Indikatorelektrode « 
deren Spannung gegen eine Normal-Calomelelektrode gemessen wir 
Ahnlich wie unter I. oben angegeben, wurde die Platinelektrode dire \t 
mit der Calomelelektrode in einem Stiick vereinigt, wie Abb. 3 zeigt 
Die Indikatorelektrode A taucht direkt in das Zentrifugenglas ei) 
ebenso das Ende eines zur Calomelelektrode fiihrenden Hebers /} 

das mit 3°,iger Agarlésung verschlossen ist (/) 

| Dieser Heber, durch den ein mit gesattigter Kalium- 

chloridlésung getrankter Docht gefiihrt ist, stellt 

die Verbindung zur Calomelelektrode C dar. Zwecks 

besseren Haltes wird zwischen Zentrifugenglas und 

Normalelektrode eine Gummi- oder Korkscheibe / 
eingeklemmt. 

Zur Messung 14Bt man die Permanganatlésung 
zu der im Zentrifugenglas befindlichen Reaktions- 
lésung in bestimmten Teilmengen zutlieBen und be- 
stimmt jedesmal in iiblicher Weise das Potential der 
Indikatorelektrode gegen die Normalelektrode. Ein 
Sprung in der Potentialkurve zeigt den Endpunkt 
der Titration an. Dieser Punkt laBt sich noch 
exakter bestimmen, indem man die durch 1 ccm MefBfliissigkeit 
verursachte Spannungsénderung berechnet. Aus dem Hoéchstwert 
ersieht man das Ende der Titration. 

















Abb. 3. 


Nachfolgende Tabellen und Kurven zeigen die Ergebnisse eine: 
solechen Bestimmung. da und db bedeuten die Differenzen zwischen 
zwei aufeinanderfolgenden Messungen. 


Tabelle J. 








Das Ende der Titration war also bei einem Verbrauch von 1,605 cen 
Das Umschlagspotentia! 


n/100 Kaliumpermanganatlésung erreicht. 
lag bei 924 Millivolt. 





‘a eo End, Millivolt db n rae Millivolt db 
b da b da 
em em 
0,00 580 ‘ 1,57 845 , 
% . 320 Ms . 800 
0,20 644 185 1,59 861 1.000 
0.40 681 95 1,60 Sil 10 500 
0,60 700 80 1,61 976 3 300 
0,80 716 65 1,62 1009 9900 
1,00 729 120 1,63 1031 1 150 
1,20 753 135 1,65 1054 590 
1,40 780 310 1,70 1080 300 
1,50 811 380 1,80 1110 “a0 
1,55 830 750 2,00 1124 , 
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Tabelle II. 





100) K Mn Og n/100 K Mn O, 
a a 


Millivolt db Millivolt 
cm ° da em ° 

0,00 594 
0,30 614 
0.60 621 
0,90 632 
1,00 633 
1,10 635 
stellt 1,20 639 
vecks 1,30 650 
1,40 665 


1,60 798 
1.62 1000 
1,63 1033 
1,64 1060 
1,65 1070 
1,70 1095 
1.80 1110 
1,90 1117 
2,00 1120 


67 
23 
33 
10 
20 
40 
110 
150 
320 


10 100 
3 300 
2700 
1 000 

500 
150 
70 
30 


iu 1- 





und 

be EF 

Die Titration war beendet bei 20 

einem Verbrauch von _ 1,61 cem 

Ries. n 100 Permanganat, das Umschlags- 
7s potential lag bei 894 Millivolt. 


sung 


| der In beifolgender Zeichnung der 
Ein Abb. 4 sind die Titrationskurven 
unkt graphisch aufgetragen. Sie zeigen 
noch den bei beiden Titrationen gleichen 
rkeit Potentialsprung. Da 1 ccm Per- 
wert manganat 0,2 mg Calcium ent- 
spricht, ergibt sich die Menge des 
liner in der Versuchslésung enthaltenen 
shen Calciums zu 0,322 mg. Bei dem 
iblichen maBanalytischen Verfahren 
konnte die Titration erst nach Ver- 
brauch von 1,64 ccm Permanganat 
- Auftreten der gerade sichtbaren 500 
a 0 G2 G4 G6 G8 40 42 4% 46 48c~m 
Rosafarbung — als beendet be- Lwin ; 
trachtet werden. Diese Bestim- al : 
mung ergab also einen Gehalt 2 tins 
von 0,328 mg Calcium, d.h. gegeniiber dem objektiven elektro- 
metrischen Wert war der mafanalytisch gewonnene um fast 2°, 
zu hoch. 
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Uber Redoxpotentiale. II. 


Von 


Ludwig Pineussen. 


Uber die Einwirkung einiger Anionen 
auf die Succinodehydrogenase. 


Von 
Joh. Gérne. 
(Aus dem biologisch-chemischen Institut des stidtischen Krankenhauses 
am Urban-Berlin.) 
(Eingegangen am 31. Marz 1932.) 


Mit 7 Abbildungen im Text. 


In der ersten Arbeit! dieser Serie wurde versucht, Redoxpotentiale 
von Organextrakten zu messen, und zwar ohne daB versucht wurde, 
ein fiir die Reaktion maBgebliches Ferment zu isolieren oder zum 
mindesten in gereinigtem Zustand zu verwenden. In den jetzt zu 
schildernden Versuchen, bei welchen mit einem gereinigten Ferment- 


extrakt gearbeitet wurde, wandten wir grundsatzlich das auch in det 


ersten Mitteilung beschriebene elektrometrische MeBverfahren an, 
welches, wie uns scheint, dem kolorimetrischen in verschiedener Be- 
ziehung iiberlegen ist. Wir haben die MeBeinrichtung verhaltnismaBbig 
einfach gestaltet, so daB es kaum schwieriger zu handhaben sein diirfte 
als das kolorimetrische Verfahren. 

Wir haben gegeniiber der ersten Mitteilung die Anordnung etwas 
verandert und, wie wir annehmen diirfen, verbessert. Es bleibt die Auf- 
stellung der ReaktionsgefaBe unter einer praktisch lufttrei zu machende 
Glocke, wie sie in der genannten Arbeit in Abb. 1, 8. 373 dargestellt ist 
Die Elektroden der ReaktionsgefaBe wurden in ihrer Ausfiihrung 
verbessert und zeigen nun mit dem dazugehérigen VersuchsgefaB da- 
in Abb. 1 dargestellte Aussehen. Wir verwenden neverdings mit Vorliehe 


' |. Mitteilung: diese Zeitschr. 241, 364, 1931. 
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fur elektrische Verbindungen Bananenstecker. Wie die Abbildung | zeigt, 
sind die dazu gehérigen Hiilsen in das Glasrohr eingekittet ; die Kupfer- 
drahtzufihrung zu der aus Platinblech bzw. Goldblech mit ent- 
sprechendem Draht bestehenden Elektrode ist an den Edelmetalldraht 
angelotet. Der Sicherheit halber fiihrt man den letzteren am unteren 
Ende durch massives Glas, indem man Glasrohr auf ein gewisses Ende 
zusammenfallen laBt. Das hier skizzierte VersuchsgefaB enthalt zwei 
Elektroden; von einer Mehrheit haben wir abgesehen. Die ganze Schal- 
tung der Apparatur gibt die in Abb. 2 dargestellte Skizze; sie erlaubt 
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' Akkumulator. ~ = Kapillarelektrometer 

B = Stromwender. F = Taster. 

( Stipselrheostat. G = Umschalter. 

D Mebibriicke. H Normalelement. 

J = Verteilerbrett 

einmal die Messung jeder beliebigen Elektrode gegen die Normal- 
elektrode durch Verbindung der MeBeinrichtung mit der der betreffenden 
Elektrode zugehérigen Buchse — auf der Schalttatel sind 16 Buchsen 
entsprechend 8 GefaBen im Kreis angeordnet und andererseits 
die Eichung des Akkumulators mit Hilfe des Normalelementes. Statt 
wie friiher die GefaBe einfach auf den Boden des Exsikkators zu stellen, 
werden sie jetzt in Bohrungen eines Holzblocks hineingestellt. 

Die Succinodehydrogenase aus Pferdefleisch, welche wir fiir die 
erstgeschilderten Versuche verwendeten, wurde von Thunberg und seinen 
Schiilern (Literatur siehe I. Mitteilung) in einer Reihe von Versuchen 
untersucht. Im hiesigen Institut wurde von Roman! ihr Verhalten 
gegen ultraviolette Strahlen einer Priifung unterzogen. Uns lag jetzt 
zunachst daran, festzustellen, ob dieses Ferment durch die Gegenwart 
von Ionen erheblich beeinfluBt wird, da wir uns aus dieser Erkenntnis 
eine Aufklarung im Sinne seines Verhaltens in einem gewissen Medium 


! W. Roman, diese Zeitschrift 229, 281, 1930. 
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versprechen und hoffen, das gewissermaBen summarisch gepriifte 
Verhalten in unveranderten Organextrakten einer Klérung naher 2, 
bringen. 

Wir beschaftigten uns zunéchst mit den Ionen der Halogengruppe, 
und nahmen aus 4uBeren Griinden noch das Sulfation dazu. Das auch 
von Roman verwendete vorziigliche Verfahren von Thunberg zur Ge. 
winnung einer wirksamen Fermentlésung benutzte zur Extraktion 
Phosphatlésungen. Da uns naturgemaB daran lag, nicht noch mehr als 
nétig Anionen, auch sonstige Elektrolyte in die Lésungen hinein zu 
bringen, versuchten wir, das Ferment durch destilliertes Wasser aus 
der Muskulatur auszuziehen. Die Fleischpaste wurde zunachst salzfrei 
gewaschen, indem der aus 100g feingeschabtem Pferdefleisch mit 
Kochsalz blutfrei ausgepreBte Riickstand durch drei- bis viermalige- 
Verriihren mit je ungeféhr 150 ccm destillierten Wassers und nach- 
heriges Auspressen vom Kochsalz befreit wurde. Der letzte Riickstand 
wurde mit der doppelten Menge destilliertem Wasser verriihrt, ungefaly 
3/, Stunden stehen gelassen und dann zentrifugiert. Die erhaltene 
weiBlich triibe Fermentfliissigkeit zeigte in der Regel die gleiche Akti- 
vitat wie die durch Phosphatlésung gewonnene. 

Es sei bemerkt, daB der Fermentgehalt des Pferdefleisches in weiter 
Grenzen verschieden ist. Sehr zartes, leicht zerfaserndes Fleisch ergal 
meist wenig wirksame Fermentlésungen, wahrend aus zaihem Fleisch 
stark wirkende gewonnen wurden. Eine deutliche Quellung der Fleisch- 
paste bei Extrahieren in destilliertem Wasser lieB mit ziemlicher Sicher. 
heit ein gut wirksames Ferment erwarten. 

Fir die Priifung der Aktivitat der Fermentlésung erwies sich der von 
J. Lehmann (s. bei Seitz) angegebene Standardentfarbungsversuch als sehr 
geeignet. Da wir nicht wie Lehmann bei 37°, sondern bei Zimmertemperatu 
arbeiteten, wurden die Konzentrationsverhaltnisse fiir den Vorversuch 
etwas geaindert. Das in das Thunberg-Réhrchen eingebrachte Gemisc} 
setzte sich zusammen aus 

2,0 cem m/15 Phosphatpuffer, pu = 7.20. 
0,2. ,, m/5 Kaliumsuccinat, neutral, 

0,3 .,  Methylenblaulésung 1: 5000, 

1,0 ,, Fermentlésung. 

Die Entfarbung trat in den meisten Fallen 1 bis 1'/, Stunden nach 
dem Evakuieren ein. 

Fiir die Hauptversuche waren die Ansitze wie von T’hunberg angegeben 
und auch von Roman verwendet, einschlieBlich des Zusatzes der Apfel 
sdure (Theorie s. dort). 

Von Methylenblaulésungen verwandten wir solche von 1 : 5000 und 
1: 20000, der Phosphatpuffer war m/15. Als Zusatzlésungen wurden 


angewendet : 
2n KF 2nkKJ In KCl 
2n KCl 0,5n K,SO, In KBr 


2n KBr 1 n KF In KJ 
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Zunachst wurde gewissermaBen als Erginzung der Romanschen Arbeit 
das pa-Optimum des Ferments gepriift. Es ergab sich auch fiir das mit 
\Vasser gewonnene Fermentextrakt ein Optimum bei ungefihr 6,9, so daB 
die samtlichen Versuche mit der Pufferung auf dieses Optimum durch- 
getihrt wurden. 

Wie schon angegeben, diente als Bezugselektrode die gesittigte Kalomel- 
normalelektrode. Diese Elektrode zeigt ein um 246 Millivolt positiveres 
Potential gegeniiber der Normalwasserstoffelektrode. In den Tabellen 
ind Kurven sind die Werte gegeniiber der Kalomelelektrode angegeben. 
Die fir die Normalwasserstoffelektrode giiltigen berechnen sich hieraus 
aus der Formel 

E, = E, 4- 246 Millivolt. 


Versuch I zeigt die Beeinflussung des Ferments durch Zusatz von 
2n Halogenlésungen zu 3ccm Reaktionsgemisch. 


Versuch 1. 


ree eS sk as ik ss ke ae ee) oe OEE 
ES ee ee ra a © | 
leg eg Noe abe a eee ew: eee 
co Se st i ae 
Bernsteinséure-Fumarsaéure-Apfelsiuremischung . . . . 0,5 





Min. H,O 2nKJ 2nKBr 2nKCl 
0 An die Wasserstrahlpumpe 

20 + 32 + 34 + 45 + 86 
60 — 23 + 30 2 2 
100 — 122 9 - 78 12!) 
180 — 253 — 26 205 210 
260 — 293 69 237 — 266 
340 — 310 — 161 248 282 
pu 7,10 7,08 6,88 6,93 


Diese Tabelle, welche, wie auch alles piteren, Mittelwerte aus einer 
Reihe von Parallelversuchen darstellt, zeigt also, daB durch Zusatz 
der Halogene in der angewandten Konzentration — die Gesamtlésungen 
sind in bezug auf Halogen !/, normal — in jedem Falle eine Schadigung 
der Fermentwirkung eintritt und zwar ist sie am geringsten durch das 
Chlorid, starker durch das Bromid und am starksten durch das Jodid. 
Dabei ist zu bemerken, daB die Anfangspotentiale der KJ-Serien 

das ist bei den folgenden Versuchen noch deutlicher — in der Regel 
einen negativeren Wert aufweisen als die KCl- und K Br-Serien. Trotz- 
dem wird kein stark negativer Endwert erreicht. Die Méglichkeit, 
da8 durch Lichtwirkung auf das Kaliumjodid Veranderungen ein- 
treten kénnten, wurde durch Einhiillen eines Teiles dieser Réhrchen 
in schwarzes Papier gepriift und ausgeschlossen. Die Ergebnisse dieses 
Versuchs sind auch in der Kurvenzeichnung (Abb. 3) dargestellt. Es 
zeigt sich ferner, daB die Wirkung des Fluoridzusatzes ganz heraustiallt. 
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Der Grund hierfiir diirfte nicht durch die Wirkung des F als sole)ies 
bedingt sein, sondern dadurch, daB unter diesem Zusatz der py de: 
Lésung in das alkalische unwirksame Gebiet verschoben wurde. | ie 
Tabellen enthalten am Ende jedes Versuchs den nach Beendiguyy 


festgestellten py-Wert. 





——o Zygeserzt tccm l1,0 
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Abb. 3. 


Es muB noch bemerkt werden, daB die Halogenkonzentration 
‘die des Phosphats bei weitem iiberwiegt, indem dieses in der Lésung 
nur n/15 (berechnet auf die ganze Menge) ist. 

Wir hatten bei den Versuchen, entsprechend dem auch von Seitz 
in der ersten Arbeit befolgten Rat von J. Lehmann Methylenblau 
zugefiigt, da die Einstellung des Potentials wohl eine schnellere und 
leichtere war. Da bei héherer Konzentration in den mit KJ versetzten 
Lésungen eine Flockung eintrat, versuchten wir in nachfolgendem die 
Konzentration herabzusetzen bzw. zu sehen, ob wir nicht ohne Methylen- 


blau arbeiten kénnten. 
Versuch 2. 


ith PONIIOE 68a. FS By se ala gigee se) em 
SS a ee ee ee,” 
Zusatzlésung ; Sete ee. bar 
Fermentlésung. . . .. ogee , > Rea 


Bernsteinséiure-Fumarsaéure-Apfelsiuremischung . . . . 0,5 


tra 
ein 
fc D 
des 
dal 
Me 


Vel 
tra’ 





ation 


sung 


Neitz 
riblau 

und 
tzten 
n die 
vlen- 


Einwirkung von Anionen auf die Succinodehydrogenase. 135 


Die in Abb. 4 dargestellte Graphik zeigt deutlich, daB zwar fiir die 
wasserigen Lésungen ohne Zusatz von Methylenblau und mit Zusatz 
von Methylenblau ein deutlicher Unterschied besteht, daB aber die 
mit 2n KJ-Lésung versetzten Mischungen untereinander nur unwesent- 
lich differieren, sei es, daB man Methylenblau in verschiedener Konzen- 
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Abb. 4. 


tration zufiigte, sei es, dafi man es fortlieB. Eine Ausfallung, welche bei 
einer Methylenblaulésung 1:5000 auch hier auftrat, bei 1: 20000 
fortblieb, machte also keinen Unterschied beziiglich der Einstellung 
des Potentials. Versuche mit anderen Salzen gaben dasselbe Ergebnis 
daB man bei Salzzusatz, nicht aber beim Fehlen eines solchen, das 
Methylenblau entbehren kann. 

Die nachste Versuchsserie, welche ebenfalls aus einer Reihe gleicher 
Versuche zusammengestellt ist, zeigt, wie die verschiedene Konzen- 
tration des Halogenalkalis auf die Redoxkurve einwirkt. 
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Versuch 3. 


ree De OP ee Se eee 
Zusatzl6sung . . ; vs 5 wy 
Methylenblaulésung 1:5000 (bei KJ-Zusatz 1: 20000) . 0,5 
Fermentlésung. . . ey. * 
Bernsteinséure-Fumarsaure- -Apfelsiuremisc hung eee 





1Mb 1 : 20000 


Min. ov omens ; enews , 
H,0O 2nKF inkKF 2nKCl inKcl 2nKBr InKBr 2nKJ ink 


0 An die Wasserstrahlpumpe 

20 +270! +260 +2385 | + 152 | + 292 | + 308 + 252 45 

40 +162 +205 +220, + 144, +226 +301 + 190 30 

60 —184 +163 +112 +124! — 11) +236 + 66 30 

80 —225 +126 — 94 + 88 —168, +214 — 192 25 

100 —244 + 65 —143|— 20 —203 +4171 — 220 10 — 130 
120 —273 | — 10| —169 | —179 | — 227 | + 125 — 233 10 — 156 
160 —285 — 105 }—204 | — 285 | — 255 | — 132 — 251 41 —195 
240 —284,—169 —246 —260 —280 — 220 — 269'—129 — 235 
320 — 286 | — 185 — 259 | — 266 — 279 | — 248 —270 — 168 250 
pa 6,98 8,30 7,28 6,93 6,94 6,93 6,96 6,97 6,96 


In Abb. 5 und 6 sind, der Ubersichtlichkeit halber getrennt, die 
Verhaltnisse graphisch dargestellt. Man sieht aus ihnen sehr deutlich, 
daB die Konzentration des zugesetzten Halogenalkalis nur im Ausma$ 
der Wirkung etwas andert, daB die hemmende Wirkung der Halogene 
jedoch in derselben Reihe erfolgt wie im ersten Versuch dargestellt 
Das Fluorid nimmt auch hier die bereits friiher dargelegte Ausnahme- 
stellung ein, weil durch seinen Zusatz der py der Lésung in das alkalische 
Gebiet verschoben wird. 

Ansitze mit Zusatz einer 0,5 n Halogenalkalilésung ergaben 
nur noch geringe Abweichungen. Versuche mit Zusatz von K,S0O,, 
das wegen seiner geringen Léslichkeit nur in 0,5 n Lésung angewendet 
werden konnte, zeigten, daB bei dieser Konzentration ein EinfluB im 
schadigenden Sinne nicht statthatte. Es machte sogar den Eindruck, 
daB eine leichte Begiinstigung bestand. Es soll von einer Wiedergabe 
des Versuchsprotokolls abgesehen werden, weil diese Dinge eventuel! 
spater noch ausgebaut werden sollen. 

Im Schrifttum finden sich vielfach Angaben iiber die Wahl des 
Elektrodenmaterials, ohne daB man daraus biindige Schliisse ziehen 
k6énnte. Unsere Erfahrungen in friiheren Versuchen gaben uns ebenfalls 
keinen sicheren Anhalt. Wir haben gelegentlich in den gleichen GefaBen 
teils mit Goldelektroden, teils mit Platinelektroden gemessen, ohne 
immer gleichmaBige Resultate zu haben. Aus diesem Grunde wollten 
wir diese Frage nochmals priifen. Wahrend wir bei den letzt geschilderten 
Versuchen nur mit Goldelektroden arbeiteten, maBen wir im jetzt zu 
beschreibenden Versuch 4 mit der Goldelektrode und der Platinelektrode, 
welche wir in verschiedene GefaBe eingefiihrt hatten. 
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J. Gorne: 


Versuch 4. 
ee Te es we en ec 8 « » Eom 
Mb 1: 20000 
Halogensalzlésung 
Fermentiésung . 


Bernsteinsaure-k umarsaure-A pfelsiuremischung 





H,0 InKkJ InkJ In KBr InKBr InKCl Ink‘( 
Elektrode : Au Au Pt Au Pt Au I 


0 Min. An die Wasserstrahlpumpe 
20 — 140 + 87 + 71 + 102 + 30 | + 48 
40 — 253 + 68 0 170 —224 | —135 
60 — 257 + 36 | —224  —217 _ —255 | — 230 
100 — 271 - 22 245 — 230 — 276 — 245 
200 — 294 | —130 266 —262 —296 —275 | — 296 
300 — 298 242 — 282 270 —296 —280 — 296 
PH ,22 7,22 7,24 7,22 7,24 7,19 7,18 


Die in Abb.7 dargestellte Kurvenschar zeigt die Verhaltnisse 
sehr deutlich. Fs ergibt sich also, daB an den Platinelektroden durch- 
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gehend negativere Werte gemessen werden als an den Goldelektroden 
Dariiber hinaus ergab sich in weiteren Versauchen, daB eine Goldelektrode 
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lche zugleich mit einer Platinelektrode in dasselbe GefaiB eintauchte, 
das negative Potential dieser letzteren annahm. Es lag daher der 
Gedanke nahe, daB eine katalytische Beeinflussung des Reaktions- 
verlaufes durch das Platin hervorgeruten sein kénnte. Um _ diese 
Reaktionsmoglichkeit zu priifen, setzten wir einen Versuch an, in welchem 
wir bei gleichen Versuchslésungen in getrennten GefiBen das Potential 
einmal mit der Goldelektrode, das zweite Mal mit der Platinelektrode 
maBen, und in einem dritten Parallelversuch ein Stiickchen Platinblech 
in die Versuchslésung hineintaten, das Potential aber mit der Gold- 
elektrode bestimmten. 


Versuch 5. 





mjiG PRempmetgetiet.. os. oe 6) Ge eo Se eee EDoom 
EE ee 
Pe nas hee ae ss eS Seas we ee Oe 
OS ee ee eee 
Bernsteinsaure-F umarsaéure-Apfelsauremischung . . . . 0,5 
H,0 H,0 2nKBr 2nKBr 2nKBr 2nKCl 2n KCl 2nkKCl 
Elektrode: Au Au Pt-Blech Au Au Pt-Blech Pt Au Au Pt-Blech Pt 
0 Min. An die Wasserstrahlpumpe 
20 , |—118' —162 |4+266 + 85 (|+ 41|+212) 4 30 0 
0 , 239 —249 + 223 0 |— 20) + 162 7606 — (61 
60 , —245 —264 |4+152 —142 —173'— 41 —203 — 213 
80 , | —259 —269 + 81 —172 |—223 — 183, — 223 254 
120 , 269, —274 —112 —213 | — 249, —239 249 264 
180 , —267° —282 — 205 244 —259 — 243 260 274 
280 , |—278 —284 —242) —253 | — 259 249' —269 | — 284 
PH 7,25 7.20 7,21 7,23 7,19 7,23 7,21 7,21 


Diese Tabelle zeigt sehr deutlich, daB der Gang der Potentiale 
bei Anwendung der Platinelektroden und bei Anwendung von Gold- 
elektroden, wenn in die Lésung ein Stiick blankes Platin gesondert 
hineingetan ist, einander weitgehend entspricht und daB die Potentiale, 
die an Goldelektroden gemessen wurden, sogar bis zum Versuchsende 
deutlich positiver sind. Am gréBten sind naturgemaB die Unterschiede 
in den friiheren Perioden der Messung. Da die Ergebnisse an der 
Platinelektrode und die an der Goldelektrode bei Gegenwart von Platin 
nicht quantitativ tibereinstimmen, liegt wohl daran, daB die zugegebenen 
Platinstiicke kleiner waren als die Platinelektroden. In jedem Falle 
zeigt der Versuch, daB durch Zugabe von blankem Platin der Reaktions- 
verlauf katalytisch beschleunigt wird und daB auch das als Elektrode 
dienende Platin in gleichem Sinne wirkt. Hierdurch diirfte der Me- 
chanismus des Unterschiedes zwischen Gold- und Platinelektroden 
aufgeklart sein, und es wird zu priifen sein, inwieweit bei Anwendung 
anderer Elektroden ahnliche Verhaltnisse obwalten. 
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Zusammenfassung. 


1. Es gelingt auch ohne Phosphatlésung, aus Pferdefleisch git 


wirksames Ferment zu gewinnen. Die Art des Fleisches ist fiir die 


Fermentausbeute maBgeblich. 

2. Zusitze von Halogenen in geniigender Konzentration schadige) 
die Fermentwirkung. Die Schadigung ist am geringsten fiir das (|, 
gréBer fiir das Br’, am gr6éBten fiir das J’. Die Wirkung des KF 1aB8t sich, 
nicht vergleichen, da durch seinen Zusatz der py der Versuchslésung 
in ein inaktiveres Gebiet verschoben wird. 

3. Die Priifung der Erscheinung, daB an Platinelektroden negativere 
Werte gemessen werden als an Goldelektroden, ergab als Grund eine 
katalytische Wirkung des Platins. 
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Vitamin-C- und Vitamin-D-armer Kost auf den Quotienten 
Ca/P 0, im Serum von Ratten und Meerschweinchen. 


Von 
Hl. von Euler und Margareta Rydbom. 


(Aus dem Biochemischen Institut der Universitat Stockholm.) 
(Eingegangen am 2. April 1932.) 
Mit 7 Abbildungen im Text. 


Bekanntlich ist es bisher nicht gelungen, bei Ratten durch eine 
geeignete Kost ausgesprochenen Skorbut hervorzuruten, und anderer- 
seits ist das Bediirfnis der Ratten an Vitamin C offenbar sehr gering. 
Mehrere auf diesem Gebiet fiihrende Forschungsinstitute verzichten 
iiberhaupt darauf, den Ratten das Vitamin C als besonderen Zusatz 
zur Grundkost, etwa in Form von Zitronensaft zuzutiihren. Diese Tat- 
sache ist in der Literatur oft angefiihrt, aber meist ohne Kommentar 
hingenommen worden, und es sind uns wenige systematische Unter- 
suchungen bekannt, welche auf diese merkwiirdige Tatsache eingehen. 

Uns hat dieser Umstand zu der Fragestellung veranlaBt, ob nicht 
die iibliche Grundkost der Ratten, also besonders die Diaét McCollum 
3143 und deren Variationen, Stofte enthalt, aus welchen der Ratten- 
organismus das fiir ihn notwendige Vitamin C selbst abzuspalten oder 
umzubilden imstande ist (seies im Verdauungstraktus, sei es in Driisen), 
waihrend die gebraéuchliche Meerschweinchenkost? die fiir diese Tiere 
notwendigen Ausgangsstoffe oder Umsetzungsprodukte fiir Vitamin C 
nicht enthalt, wodurch der C-Zusatz zur Nahrung beim Meerschweinchen 
unentbehbrlich wird. 

Die zweite Méglichkeit, den groBen Unterschied zwischen Ratten 
und Meerschweinchen hinsichtlich des Vitamin-C-Bedarfs zu erklaren, 
und gleichzeitig die Tatsache zu verstehen, daB beim Meerschweinchen 
so selten charakteristische Rachitis beobachtet worden ist, scheint uns 
in der Verschiedenheit des Mineralstoffwechsels der Ratten und Meer- 
schweinchen zu liegen. 

In erster Linie kommt ja hier der Calcium Phosphatstoffwechsel 
in Betracht, weil unter allen chemisch definierten Anzeichen des Skorbuts 


1 Siehe hierzu eber Stepp in Stepp u. Gyérqgy, Avitaminosen, 8. 91. 
Berlin, Julius Springer, 1927.‘ 




















142 H. von Euler u. M. Rydbom: 


und der Rachitis diejenigen, welche sich auf die Knochen, einschlieBlic/, 
Zihne, beziehen, zweifellos die wesentlichsten sind; sie stehen mit der 
Konzentration der Vitamine C und D wohl unmittelbar im Zusammen- 
hang'. Als weiterer Bestandteil kommt hier das Magnesium in Betrach 
welches seinerseits das Verhaltnis Ca/PO, beeinfluBt. 


Zusammensetzung der Knochen. Schon vielfach ist dieselbe, in 
besondere das Verhaltnis Ca/PQ,, bei normalen und skorbutischen 
Meerschweinchen und bei normalen und rachitischen Ratten untersucht 
worden, und zwar mit sehr verschiedenem Ergebnis. 


Frihzeitig hat Th. Gassmann dariiber Angaben gemacht (Zeitschy 
f. physiol. Chem. 70, 161, 1910). 

Morel, Mouriquand, Michel und Thavenon?, sowie Mouriquand, 
Seulier und Michel® fanden zwischen dem Calcium-Phosphat-Verhaltnis 
normaler und skorbutischer Meerschweinchen keine wesentlichen 
Unterschiede. Nach IJwabuchi* zeigen die Knochen skorbutischer 
Meerschweinchen ein etwas kleineres Verhiltnis Ca/PO, als die der 
normalen Tiere; die Unterschiede waren aber nicht bedeutend; das 
Verhaltnis Ca /PO, war fiir skorbutische Tiere 1,1, fiir normale Tiere 1,05. 
Toverud®, der die Schneidezihne der skorbutischen Meerschweinchen 
untersuchte, konstantierte nur kleine Unterschiede im Aschen- und 
Kalkgehalt. Kuler und R. Johansson® fanden: 


in normalen Meerschweinchenknochen das Verhaltnis Ca/PO, = 0,66, 


dagegen fiir nermale Rattenknochen (nach Fiitterung mit gemischter 
Kost) 
Ca/PO, = 9,714, 


in ziemlich guter Ubereinstimmung mit Robison und Soames? und mit 
Hammett*. Weitere Bestimmungen liegen vor von Korenchevsky und 
Carr®. Brouwer yvibt fiir Meerschweinchenknochen im Mitte] das 
Verhaltnis an: 


CaO/P,O; 1.25 somit Ca PO, 0,667. 


1 Siehe auch die Monographie von A. F’. Hess, Scurvy. past and present 
New York 1920. 
2 Morel, Mouriquand, Michel u. Thavenon, C. r. Soc. Biol. 85, 469, 192! 
3 Mouriquand, Seulier u. Michel, C. r. Soc. Biol. 92, 269, 1925. 
' Iwabuchi, Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 30, 65, 1922. 
5 Toverud, J. of biol. Chem. 58, 583, 1923. 
6 Kuler u. Johansson, Zeitschr. f. physiol. Chem. 148, 207, 1925. 
7 Robison u. Soames, Biochem. J. 19, 153, 1925. 
8 Hammett, J. of biol. Chem. 57, 287, 1923. 
® Korenchevsky u. Carr, Biochem. J. 18, 1313, 1924. 
® Brouwer, diese Zeitschr. 190, 402, 1927. 
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Kr findet dieses Verhaltnis bei Skorbut unverdindert, wiaihrend nach 
seinen Analysen der Aschengehalt der Knochen bei skorbutischen 
Meerschweinchen vermindert. ist. 


Im allgemeinen bleibt also der Quotient Ca/PO, im Knochen 
von Ratten und Meerschweinchen einigermaBen konstant, und zwar 
auch bei Avitaminosen, wahrend bekanntlich nach Chick, Korenchevsky 
und Roscoe das Verhaltnis von Knochenasche zu organischem Material 
bei Rachitis stark sinkt (Biochem. J. 20). 


Wir haben deswegen hier nicht den Ca- und PO,-Gehalt der Knochen 
untersucht, sondern denjenigen des Blutserums, und haben das Problem 
in der Weise angegriffen, daB wir sehr starke Variationen des Kalk- 
und Phosphatgehaltes in der Nahrung vorgenommen haben; diese 
Versuche sind noch durch solche mit: wechselnden Magnesiumsalzdosen ! 
zu erweitern, 


Blutserum. Unter den Arbeiten iiber Caleium- und Phosphat- 
vgehalt des Blutserums von Meerschweinchen und Ratten sind besonders 
diejenigen von Howland und Kramer?, ferner von Steenbock und seinen 
Mitarbeitern’, sowie von Robison* bemerkenswert. (Von den an mensch- 
lichem Serum gewonnenen Resultaten kann hier ganz abgesehen 
werden.) SchlieBlich sind auch die Versuche aus diesem Institut von 
K. Myrbdck® zu erwahnen. 


Die groBen Abweichungen zwischen den Resultaten verschiedener 
Forscher hinsichtlich des Verhaltnisses Ca/PO, im Blutserum riihren 
woh] daher, da®B dieses Verhaltnis von individuellen Faktoren, wie 
Alter und Geschlecht, und auch von der Nahrung wesentlich beeinfluBt 
wird, so daB bestehende RegelmaBigkeiten vieltach dadurch verdeckt 
werden. Wir meinen, daB gerade das Studium dieser individuellen 
Faktoren von besonderem Interesse wire. Zu den Verschiedenheiten, 
welche hier in Betracht zu ziehen sind, kommt auch noch der ungleiche 
KinfluB der Parathyreoidea, deren Bedeutung fiir den Calciumstoff- 


' Der EinfluB der Variation des Magnesiums in der Nahrung von 
Ratten wurde von M. Rydbom (diese Zeitschr. 241, 4, 1931) und neuerdings 
von E. Virgin (ebendaselbst 249, 1932) untersucht. Die Lebenswichtig- 
keit des Magnesiums haben McCollum u. E. Orent in einer sehr interessanten 
Untersuchung kiirzlich dargetan (J. of biol. Chem. 92, XXX; Se. Proc. 
1930; J. Maryland Acad. Sc. 2, 33, 1931). Siehe auch Osborne u. Mendel, 
J. of biol. Chem. 34, 131, 1918; Leroy, C. r. Soc. Biol. 94, 431, 1926; Grace 
Vedes J. of biol. Chem. 68, 295, 1926. 

2 Howland u. Kramer, Amer. J. Dis. Child. 22, 105, 1921. 

% Bethke, Steenbock u. Nelson, J. of biol. Chem. 58, 71, 1923. 

' Kay u. Robison,*Biochem. J. 18, 760, 1924. . — * 

5 Euler u. Myrbdck, Zeitschr. f. physiol. Chem. 148, 180, 1925. 
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wechsel von Collip! und von Hammett? gezeigt wurde. Besonders 
verweisen wir auf Untersuchungen von A. Fay Morgan und BE. 4 
Garrison®, in welchen dargetan wird, daB die Erhéhung des Ca-Spiege|s 
im Serum nach Injektion von Parathyreoidenextrakt in D-Vitamin-fre; 
gefiitterten Tieren (Hunden) viel geringer war als in normalen. Lu/e; 
und Steffenburg* tanden in der Parathyreoidea vom Rind ziemlich 
hohen A- und D-Gehalt. 


Ein besonders umfassendes Material iiber den Calcium- und 
Phosphatgehalt des Meerschweinchenblutes verdankt man Humphreys 
und Zilva®. Aus diesem geht besonders hervor, daB die Calcium- und 
Phosphatwerte bei den einze]nen Tieren in weiten Grenzen schwanken, 
und dab keine Unterschiede zwischen normalen und _ skorbutischen 
Tieren in dieser Hinsicht nachgewiesen werden kénnen. 


In der vorliegenden Untersuchung sollte also festgestellt werden, 
wie einerseits Meerschweinchen, andererseits Ratten hinsichtlich des 
Ca/PO,-Verhaltnisses im Blut auf wechselnde Eingabe der entsprechenden 
Salze antworten, oder mit anderen Worten, ob es gelingt, durch Kom- 
bination eines geeigneten Ca/PO,-Verhaltnisses der Kost mit C- und 
D-Vitamindosen an Meerschweinchen die fiir Rachitis und an Ratten 
die fiir Skorbut charakteristischen chemischen Verainderungen, ndmlich 
der Ca- und PO,-Konzentration im Blutserum festzulegen. 


Bemerkenswert ist in diesem Zusammenhang das Ergebnis von 
Harris und . nnes®, daB Steigerung des Ca-Gehaltes bzw. des Quotienten 
Ca/PO, de» Grad der D-Hypervitaminose (der Kalkablagerungen) 
erhoht. 


Die. ssungen des Ca/PO,-Verhaltnisses im Serum bilden die 
Orientierv. ,° zu einer allgemeineren Untersuchung tiber die Symptome 
-von Skorbut und Rachitis bei Ratten und Meerschweinchen, die in 
diesem *»stivut vorgenommen wird. 


Kou teilt histologische Befunde mit, aus welchen er auf Ratten- 
skorbut sc lieBt. Ob dieser SchluB vom histologischen Standpunkt aus 
berechtigt ist, vermégen wir nicht zu entscheiden. 


Sowohl bei Rachitis als bei Skorbut ist gestérte Knochen- 
bildung eines der Symptome; bei Rachitis ist neues Knorpelgewebe 


1 Collip, J. of biol. Chem. 68, 395, 1925. 

2 Hammett, ebendaselbst 59, 41, 1924. 

3 A. Fay Morgan u. Garrison, ebendaselbst 85, 687, 1930. 

4 Kuler u. Steffenburg, Zeitschr. f. physiol. Chem. 149, 195, 1925. 
5 Humphreys u. Zilva, Biochem. J. 25, 579, 1931. 

® Harris u. Innes, Biochem. J. 25, 367, 1931. 

? Kollath, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 158, 359, 1930. 
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rebildet, aber die Impraignierung desselben mit Ca-Salz ist unge- 
niigend, so daB die Schnitte eine breite, unverkalkte Knorpelzone 
ufweisen. 

DaB es sich bei Rachitis um eine Verkalkungsstérung bzw. um die 
Stérung der Einlagerung von Ca und PO, hancelt, geht besonders 
sus den neueren Untersuchungen von Robison'!, von Kay? und auch 
von Gyérgy*® hervor. 


Der Umstand, daB Phosphatase durch Magnesium aktiviert wird, 
macht es wahrscheinlich, daB Mg bei der Kalkapposition und bei der 
Knochenbildung eine katalytische Rolle spielt, und in dieser Hinsicht 
ware es besonders wertvoll, den EinfluB der Knochenphosphatase 
aut das Ca/PO,-Gleichgewicht kennen zu lernen. 


Knochenveranderungen werden durch Mangel an den wasser- 
léslichen Wachstumsfaktoren der B-Gruppe hervorgerufen, oder jeden- 
falls verstarkt ; diese Knochenveranderungen sind mit den skorbutischen 
nicht identisch, aber an sich schwer von denselben zu unterscheiden ; 
es sind meist Osteoporosen ohne Hamorrhagien. Kollath nimmt einen 
Ubergang von Skorbut in Beri-beri bei Zugabe von alkalischem Hama- 
tin’ an. 

Knochenveranderungen vom Typus der skorbutischen treten, 
wie schon McCollum fand, auch unter dem FinfluB von Vitamin A- 
Mange] auf. 


Jedenfalls ist das Bild der Knochenverinderung se kompliziert 
und so mannigfaltig, daB die Feststellung eines eindeuti ""riteriums 
einen Fortschritt fiir die weitere Forschung anbahnen e. 


Wenn nun auch, wie oben erwahnt, das Ca/PO,-¥erhaltnis im 
Blut bei der fiir Skorbutversuche an Meerschweinchen tiblichen Kost- 
zusammensetzung keinen wesentlichen Unterschied zwikcl ~ Skorbut 
und normalem Zustand ergeben hat, so scheinen uns ~ die Ver- 
ainderungen im Blut, da sie primar sind, mehr Anhaltsp nkte bieten 
zu kénnen als die Zusammensetzung der Knochen. Durca Anderung 
des Ca/PO,-Verhaltnisses in der Nahrung ist jedentalls eine Méglichkeit 
geboten, bei Meerschweinchen Rachitissymptome hervorzuzwingen, 
und dann zu ermitteln, welche Blutzusammensetzung diesen Rachitis- 
symptomen entspricht. 


1 Fell u. Robison, Biothem. J. 24, 1905, 1930. 

2 Kay, J. of biol. Chem. 89, 267, 1930. 

3 Siehe Gyérgy, Rachitis, in Stepp u. Gyérgy, Avitaminosen. Berlin, 
Springer, 1927; H. Freudenberg u. Gyérgy, diese Zeitschr. 142, 407, 1923 

4 Kollath, 1. ¢. 
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Versuche, 
r. Mee rschwe inche n. 
Drei Gruppen von Meerschweinchen wurden verglichen. 
Gruppe I erhielt Vitamin-C-freie Kost ohne besonderen D-Zusat 
welche folgendermaBen zusammengesetzt war: 
Weizenkleie . . . . 200 TI. 
Hafergriitze . . . . 150 
Fischmehl. . .. . 200 ,, 
ee 


25ecm erhitzte (C-freie) Milch 
(1 Stunde unter Durchleiten von 
Luft auf 80° erhitzt). 


B-Vitamin wurde nicht besonders zugegeben, da es in der Grund 
kost in ausreichendem MaBe vorhanden sein diirfte. Der Phosphatgehalt 
dieser Kost geht aus den folgenden Bestimmungen und Berechnungen 
hervor, welche wir Frau PD. Burstrém verdanken: 

Weizenkleie 
Hafergriitze 
Fischmehl . 
Hafer . 


S to 
or to 


~I bo 


Somit kann der gesamte PO,-Gehalt der Kost auf 3,3°, geschatzt 
werden (wobei die Milch nicht in Rechnung gezogen ist). 


Gruppe II. Die D-freie Kost dieser Gruppe wurde so zusammen 
gesetzt, dai man auch beim Meerschweinchen eine rachitogene Wirkung 
hoffen konnte. Nach dem Prinzip von McCollum wurde ein sehr groBer 
Uberschu8 von Ca gegeben. Ein ganz geringer C-Gehalt der Diat 
kann in den Kohlriiben enthalten gewesen sein. 





Teile 


Weizenmehl ... ie 330 
gia aa , 330 
Hafergriitze . ~— ‘ 150 
Kohlriiben ae ; 150 
GaCO,... OF tees 108 
_ SOR eer ; ‘ 10 


68°, FO, 
4 ’, Ca 


Gewohnliche McCollum-Kost enthalt 0,7°, PO,. 


Gruppe III. Diese Tiere (Nr. 9, 10 ‘und 11 der folgenden Tabelle 
erhielten natiirliche, gemischte Kost, im wesentlichen aus Weibkoli| 
Hafer und hartem Brot bestehend, welche alle notwendigen Vitamin 


in geniigender Menge enthalten haben diirfte. 
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Nach der Versuchszeit, welche in der Spalte 5 der folgenden Tabelle 
wegeben ist, wurden die Tiere, soweit sie nicht unmittelbar nach 
rem natiirlichen Tod untersucht wurden, durch Decapitation getétet 

Das Blut wurde sofort durch Schlagen defibriniert, und das Serum 
urch Zentrifugieren von den roten Blutkérperchen getrennt. Danach 
vurde sogleich eine Post-mortem-Untersuchung vorgenommen, um 
Hamorrhagien festzustellen. 


Der Brustkorb wurde dann vom Hauptteil der Muskeln befreit, 
und kam in diesem Zustand zur Réntgenaufnahme. 


Prof. G. Gothlin, Uppsala, hat zur Feststellung des Skorbuts bei 
Meerschweinchen eine Methodik ausgearbeitet, welche dazu beitragen 
kann, den Zustand der Verkalkung, besonders an der Knorpelgrenze 
des Brustkorbes zu charakterisieren. Er hatte die Freundlichkeit, 
uns seine Methodik, welche an anderer Stelle bereits erwahnt ist! 
persOnlich zu zeigen, wofiir wir ihm auch hier danken wollen. 


.Man entfernt die Haut vom Brustkorb, und prapariert vorsichtig 
die gesamte Muskulatur und alle Fascien ab, welche oberhalb der Rippen 
liegen, durchschneidet die letzteren von der ersten bis zur neunten in einer 
geraden Linie von etwa 5mm Abstand vom Riickgrad. Die so nach oben 
und nach den Seiten abgegrenzte ,Brustplatte’ wird herausgeschnitten, 
indem man zuerst dessen Verbindung mit der Bauchwand durchschneidet, 
und dann das Diaphragma ganz bei dessen Befestigung an der Innenseite 
der Rippen 

Die Brustplatte wird in frisch praipariertem Zustande (eine Behandlung 
mit Formalin darf nicht vorgenommen werden) in der Weise ausgebreitet, 
daB dieselbe vollkommen eben auf der Plattenhiilse liegt. Um dies zu 
erreichen, wird das Praparat, wenn nétig, durch ein Band von (ruttapercha- 
pflaster oberhalb des Brustbeins auf der Plattenhiilse fixiert. In einem 
Abstande von etwa '/,m geschieht hierauf die Exposition unter Verwendung 
einer Réntgenréhre mit scharf zeichnendem Focus. 


Die Anwendung des photographischen Bildes zur Diagnostik des 
Skorbuts beruht auf den makroskopisch schon von Holst und Fréhlich. 
mikroskopisch von Tozer konstatierten skorbutischen Veranderungen an 
den Costochondralfugen. Im Roéntgenogramm gibt sich der Skorbut zu 
erkennen, teils durch eine Verbreiterung der Rippe in demjenigen Teil, 
der an die Rippenknorpel grenzt, teils durch ein Querband verstarkter 
Absorption der Réntgenstrahlung, zufolge vermehrter Kalkablagerung an 
der Knorpelgrenze der Rippe. 

In weniger ausgepragten Fallen von Skorbut zeigen nur wenige Rippen 
die beschriebenen Verinderungen.* 

Nach dem Vorgang von Géthlin haben wir also von unseren Meer- 
schweinchen auch Aufnahmen des Brustkorbes: gemacht. Abb. 1 


zeigt den Brustkorb eines normalen Meerschweinchens, Abb. 2 den- 


' Wilton, Acta pathol. Scand. 8, 258, 1931. 
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nigen eines D-frei ernahrten. Unterschiede zwischen den mit C- 
id D-freier Kost und mit Normalkost behandelten Meerschweinchen 
nd hier weniger deutlich als in den Epiphysen und Zahnen'. 
Herr Prof. G. Géthlin, Upsala, hatte die Freundlichkeit, die beiden 
\bb. 1 und 2 zu vergleichen und zwar ohne Kenntnis der Vor- 





Abb. 1. 
Brustkorb. Normales Meerschweinchen Nr. 9. 





Abb. 2. 
Brustkorb. Meerschweinchen Nr. 5 (Tabelle S. 148). 


behandlung der betreffenden Tiere. Er beurteilte dabei Abb.1 als 
durchaus normales Bild, wogegen in Abb. 2 die Anzeichen von Ano- 
malien (z. B. in der linken Costro-Chondralfuge Nr. 3) vorhanden 


schienen. 


1 Wir verdanken eine Reihe von Réntgenaufnahmen der freundlichen 
Hilfe von Herrn Oberarzt Dr. Simon, Krankenhaus Sabbatsberg, Stockholm. 


10* 
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Meerschweinchen Nr. 2. Epiphysengrenze 


Abb. 4 
Meersch veinchen Nr. 2. Schneidezahnwurzel 
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Abb. 7. 
Meerschweinchen Nr. 10. Sehneidezahnwurzel. 


AuBerdem haben wir den Grad des Skorbuts nach der besonders 
von A. Héjer' und von G. Westin? ausgearbeiteten Methode histologisch 
festgestellt, also durch Beurteilung des Bildes der Schneidezihne in 
der von Héjer angegebenen Sektion. 


Zur Methodik ist schlieBlich noch eine Untersuchung von Wilton ® 
zu erwahnen, welcher einen Langsschnitt der Spitze der Nagezahne 
herstellt, wodurch er die Entwicklung des Skorbuts in den verschiedenen 
Stadien verfolgen kann. 


Edelstein und Schmal haben untersucht, ob auch beim Skorbut 
zwischen den morphologischen Knochenveranderungen und den Serum- 
PO, und -Ca Beziehungen bestehen.  ,,Die skorbutische Knochen- 
atrophie geht mit einer Demineralisation der Knochensubstanz einher.* 
Aus der Tabelle, in welcher die genannten Verfasser ihr Analysen- 
material zusammenstellen, sieht man, daB die Ca-Werte gesunder Tiere 
zwischen 10,11 und 14,6 mg-°,, sechwanken. Die meisten Werte lagen 
zwischen 1] und 13 mg-°,, der Durchschnitt bei 11,95. 


| A. Hojer, Acta Paediatrica, 3. Suppl. Stockholm 1924; British J 
exper. Pathol. 7, 356, 1926. 

2G. Westin, Vierteljahrsschr. f. Zahnheilkde. 1925, S. 598. 

3 Wilton, Acta pathol. Scand. 8, 258, 1931. 
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Kine noch gréBere Variationsbreite wuide bei PO, gefunden, und 
zy ar zwischen 20,25 und 30,9. 

Eine Abhangigkeit des Ca- und des PO,-Gehalts vom Gewicht 
woirde nicht gefunden. Der errechnete Koeffizient Ca P lag bei 1,48, 
somit der Koeffizient Ca PO, bei 0,48. 

Die Ca- und PO,-Werte gesunder gemischt ernahrter Meerscheinchen 
weisen nach Edelstein und Schmal' eine ziemlich groBbe Variations- 
breite auf. ,,Der Kalkspiegel wird durch den C-Mangel nicht beein- 
flubt, der Phosphatgehalt ist bei den meisten Tieren unverandert, bei 
einigen deutlich erniedrigt?.°°| In ihrer sehr griindlichen Untersuchung 
finden Humphreys und Zilva (1. c.), daB der Caleium- und Phosphorgehalt 
des Blutes normaler Meerschweinchen erheblich schwankt. — ,,Only 
very considerable variations in the blood of animals on a scorbutie dict 
can therefore be accepted as significant.** Wir stimmen damit voll- 
kommen tiberein und méchten nur daran erinnern, daB Euler und 
Myrbdck® nach der Beschreibung einiger Versuche besonders betont 
haben (l.c. S. 196), .,daB unser Versuchsmaterial einer starken Er- 
weiterung bedarf**. Es war einstweilen nur ,,auf die Méglichkeit hin- 
gewiesen worden, die Abnahme der Phosphate im Blute als quanti- 
tatives Kriterium bei C-Vitamin-Untersuchungen an Meerschweinchen 
zu verwenden*™. Mehrere solche Falle haben ja auch Humphreys und 
Zilva gefunden, und es bleibt zu untersuchen, unter welchen Bedingungen 
sie reproduzierbar sind. 


Il. Ratten. 


Drei Gruppen von je sechs Ratten wurden verglichen. Etwa 
30 Tage alt und bei einem Gewicht von 30 bis 40g wurden sie auf 
folgende Kost gesetzt : 


Me Collum 3143 (modifiziert). 


Weizenmehl ........ 990g 
ee 

Pe sk ce ae xe > ee 

Es ew a Se we Ce 

aS Saar 

or ee eae 2lg 

We 6 cc tc we se CO 


! Edelstein u. Schmal, Zeitschr. f. Kinderheilkde. 41, 30, 1926. 

2 Siehe hierzu auch Teich, C. r. Soc. Biol. 102, 151, 1929. Kiirzlich 
ist die Methode von De Ward der Ca-Bestimmung im Serum, wie wir 
glauben zu Unrecht, kritisiert worden. Vgl. aber Brull, Bull. Soc. Chim 
Biol. 13, 466, 1931. 

3 Euler u. Myrbdack, Zeitschr. f. physiol. Chem. 148, 180, 1925. 
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Dazu noch: 


Gruppe a: 0.04 mg Carotin pro Woche, 


0,0004 .. Ergosterin pro Tag, 
0.1 ccm Citronensaft pro Tag. 


Gruppe hb: O04 mg Carotin pro Woche. 
0.0004... Ergosterin pro Tag. 
Gruppe ¢: 0.04 mg Carotin pro Woche, 


0.1 ccm Citronensaft pro Tag. 


Um einen guten Zuwachs zu erzeugen, wurden den Ratten aube: 
der Grundkost, die schon an sich betrachtliche Mengen von Vitamin A 
enthalt, noch 0,04 mg Carotin pro Woche gegeben. Trotzdem war die 
Gewichtszunahme in den beiden ersten Gruppen sehr gering und 
betrug: 


Gruppe a: 2.2 g¢ pro Woche, 
b: 3.3¢ 
C5: 4,29 


Diese Zahlen liefern das sehr auffallende Resultat, daB bei An- 
wendung von MecCollum-Grundkost die Gewichtszunahme beinahe div 
doppelte ist, wenn die Versuchstiere kein D-Vitamin erhalten, als wenn 
ste D-Vitamin mit C erhalten. Natiirlich sind hier sehr viel mehr 
Versuche notwendig, um tiber die allgemeine Giiltigkeit eine Vor- 
stellung zu gewinnen!, 

Kine derartige Erfahrung ist uns aus der Literatur nicht bekannt 
Kine naheliegende Erklairung ware die toxische Wirkung, die dem be- 
strahlten Ergosterin, wie ja auch bekanntlich dem Vitamin D des 
Tranes zukommt und welche das Wachstum hemmen kénnte. Die 
Heilung der Rattenrachitis durch bestrahltes Ergosterin zeigt tibrigens 
histologisch beurteilt nicht den gleichen Verlauf wie die Heilung durch 
Tran. 

Nach 30 Tagen wurde durch R6éntgenaufnahme Rachitis in det 
dritten Gruppe, also bei Abwesenheit von D-Vitamin, nachgewiesen 
(Breite der Zuwachszone 1,8 bis 1,9 mm). Die beiden anderen Gruppen 
waren der Réntgenaufnahme zufelge normal. 

Nach dem Versuch wurden die Tiere get6tet und im Blutserum Ca 
und PO, bestimmt. 


' Vel. Kramer, Shear u. Siegd, J. biol. of Chem. 91, 271, 1931. Die 
durch geringen Phosphorgehalt hervorgerufene Rachitis wurde von Stec 
bock durch seine Diat 2965 erzeugt. In allen Fallen war das Produkt 
Ca < P geringer als 30, auch wenn das Verhaltnis Ca: P in der Diat sic! 
wie 17:1 verhielt, was in vollstandigen Widerspruch zu den Ergebnissen 
von Hess steht. 
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Zu den Ca- Analysen wurde wie triiher die Methode von Kramer und 
/ sdall' verwendet; die PO,-Bestimmungen wurden nach Parker und 
F dge* ausgefiihrt. Dabei wurde das Blut von je drei Ratten vereinigt. 

















[ie Resultate sind in der tolgenden Tabelle zusammengestellt. 
> me C: mg PO . 
ruppe Ratte Ri nt ” pro 100 ns pro ry ones : . 
Ne. untersuchung Serum Serum I Oy, 
3930 | 
3933 13.4 45.1 0,28 
3939 | 
‘A Normal 0.25 
3936 
3942 13.0 46.0 0.28 
3945 
3934 | 
3949 12.2 43.4 0,28 | 
3946 | | 
b Normal 0,28 | 
3931 | 
3937 13,0 45,5 0.28 
3943 | 
3935 | 
3941 10,6 29,2 0,36 
3947 | | ‘aun 
c Rachitiseh 0.35 
3932 | 
3938 10.6 30,8 0.34 
3944 | 
Das Verhaltnis Ca PO, im Blutserum erwies sich also bei den | 
nicht rachitischen Ratten, unabhangig von der Zugabe von C-Vitamin, 
iibereinstimmend 0.28. Entsprechend den friiheren Befunden ist 
bei den rachitischen Ratten die PO,-Konzentration erniedrigt, somit 


der Quotient Ca/PO, erhoht. 

Der Vergleich mit der Tabelle (S. 148) zeigt, dai dieser Quotient 
hei den normalen Ratten etwas niedriger ist als bei den normalen Meer- 
schweinchen, daB er aber, wenigstens in dieser Untersuchung, bei den 
rachitischen Ratten angenahert mit dem fiir skorbutische Meerschweinchen 
gefundenen tibereinstimmt. Dies gilt natiirlich nur fiir die hier gewahlten 


Kramer u. Tisdall, J. of biol. Chem. 47, 475, 1921. 
2 Parker u. Fudge, Soil Science 24, 109, 1927. 








156 H. von Euler u. M. Rydbom: EinfluB usw. 


Bedingungen und besonders fiir das gewahlte Verhaltnis Ca/PO, | 
der Nahrung!. 


' In einer besonderen Versuchsserie sollte ermittelt werden, wel: 
KinfluB das Weizenmehl der MeCollum-Kost auf die Entwicklung cde 
Rachitis ausiibt. Da der rachitische Zustand wahrend 10 Tagen durc| 
andauernden Vitamin-D-Entzug aufrechterhalten wurde, trat hernach, |» 
Tageszugabe, der an sich nicht ganz zureichenden Standard-D-Einhei 
wihrend 10 Tagen keine deutliche Heilung mehr ein. Wir fassen die Versuctis 
reihe, welche einer Wiederholung bedarf, folgendermaBen zusammen: 





—s Rachitis- P ™ 
Ratten —" Kost nach Eintritt der Rachitis grad nach + oe 
Nr. - 10 Tagen . ' . 
3785, 3786 2,5 Gewohnliche MeCollumkost 3,5 Heilungsgrad | 
3793, 3809 + 0,04 mg Carotin pro Woche 
+ 0,1 g Hefe pro Tag 
3784, 3787 2,9 McCollum ohne Weizenmehl 3,5 Rachitisgrad 4 
3794, 3803 + 0,04 mg Carotin pro Woche 


+ 0,1 g Hefe pro Tag 


Nach den 10 Rachitistagen der Spalte 4 wird D (1 Standard-Einheit 
pro Tag) zugegeben, welche weitere 10 Tage beibehalten wird. 

Die Heilungsgrade beziehen sich auf die zwo6lfteilige Skala. Schliisse 
wollen wir aus dieser Versuchsreihe noch nicht ziehen. Im _ vorliegenden 
Falle kann das Weizenmehl der Me Collum-Kost die Heilung, wenn auch 
unbedeutend. geférdert haben. 
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Ammoniakbildung und Pyrophosphatzerfall im Muskel. 


Von 
Wt. Mozotowski, J. Reis und B. Sobezuk. 


Aus dem Institut fiir medizinische Chemie der Universitat Lwow.) 


(Eingegangen am 2. April 1932.) 


Die von Lohmann (1) aus Muskelgewebe isolierte Adenylpyro- 
phosphorsaure ist als Muttersubstanz des Ammoniaks und der aus der 
Pyrophosphatgruppe entstehenden anorganischen Phosphate im 
Muskel anzusehen. Der Zerfall der Adenylpyrophosphorsaure kann 
einerseits das Ammoniak und Inosinpyrophosphorsaure, andererseits 
die Adenylséure und zwei Molekiile Orthophosphorsaure liefern. Fiir 
die Aufklarung der Reihenfolge der chemischen Vorgange bei der 
Muskelarbeit ist es wichtig, festzustellen, in welcher Beziehung diese 
beiden Prozesse zueinander stehen. 


Meyerhof (2) war der Meinung, daB ..die Abspaltung des Ammoniaks 
dem Zerfall des Pyrophosphats folgen, wie ihm vorhergehen** kann. Lunds 
qaard (3) zieht aus seinen Versuchen an Muskeln. welche ohne Milchsaure 
bildung arbeiten, den SchluB, daB die Ammoniakabspaltung mit dem 
Pyrophosphatzerfall parallel lauft, indem auf ein Molekiil Ammoniak etwa 
zwei Molekiile Phosphorséiure aus Pyrophosphat abgespalten werden 
Lohmann (4) berichtet, daB bei dem Zerreiben von frischer Froschmuskulatur 
mit destilliertem Wasser enzymatisch die Inosinpyrophosphorséure ge 
bildet wird. Meyerhof, Lohmann und Meyer (5) finden, daB im Muskel 
extrakt die Ammoniakbildung aus praformierter wie zugesetzter Adeny! 
pyrophosphorséure parallel, aber nicht genau stéchiometrisch, mit der 
Pyrophosphatspaltung verlauft. Bei der Berechnung der bei Ermiidung 
und Starre entstehenden kleinmolekularen Stoffen nimmt J/eyerhof (6) (7) 
an, daB molekulares Verhaltnis des gebildeten Ammoniaks zur aus Pyro 
phosphaten abgespaltenen Phosphorséure ein Molekiil Ammoniak auf zwei 
Molekiile der Phosphorséure ist. Barrenscheen und Filz (8) endlich sind 
auf Grund jhrer Versuche am Menschenblut der Meinung, daB Ammoniak 
abspaltung und Schwund der Pyrophosphorséure parallel verlaufen und 
sprechen die Vermutung aus, daB beide Vorgainge miteinander gekoppelt sind 


Bei der experimentellen Bearbeitung der Frage nach dem Ver- 
haltnis dieser beiden Vorgange nach Strukturzerstérung des Muskels 
und bei der Arbeit normaler und mit Jodessigsiure vergifteter Muskeln 











158 W. Mozotowski, J. Reis u. B. Sobezuk: 


haben wir Tatsachen festgestellt, welche uns wichtig genug erschei 

um sie noch vor Beendigung der ganzen Versuchsreihe mitzute)\- 
Es gelang uns namlich, die beiden Prozesse voneinander zu trenie 
und zwar durch verschiedene Wasserstoffionenkonzentration de 
Fliissigkeit, in der sich der Muskelbrei befand. Bei schwach alkalisce; 


Reaktion (py 9,2), durch welche die Ammoniakbildung vollstandig 


gehemmt wird (9), kommt es zum Schwund der Pyrophosphattrakt io: 


Auf diese Weise kann man beide Prozesse voneinander trennen, analog 


wie die Trennung der Milchsiure- und Ammoniakbildung  durc} 
Fluorid (10) oder Jodessigsdurevergiftung (11) ertolgt. 


Experimentelles. 


Als Puftferlésungen haben wir Sérensens Citrat- und Boratpuffe) 
benutzt, namlich: 1. Citrat: 21,008 g Citronensdure nach Sdrense) 
200 cem n NaOH auf 1 Liter: 2. Borat: 12,404g9 Borsaure nac! 
Sdrensen +- 100 ccm n NaOH auf } Liter. 
Die Zusammensetzung der Flissigkeiten war folgende: 


1. 15 ecm destilliertes Wasser + 5ecem 20° ige Trichloressigséure. 

2. 15 .. destilliertes Wasser +- 5cem 20° .ige Trichloressigséure, 

3. 15 ., destilliertes Wasser, 

4. 9 » Citrat + leem NaOH n/10 + 5cem destilliertes Wasse 
(pu = 5,1), 


5. 5,25 ., Citrat + 4,75 ccm NaOH n/10 + 5cem destilliertes Wasser 
(pu = 6,7), 

6. 5,25 ., Borat + 4,75cem HCl n/10 + 5ecem destilliertes Wasse: 
(pu = 7,6), 


7. 65 .,, Borat + 3,5cem HCln/10 + 5cem_ destilliertes Wasse: 
(pu = 8,5), 
8. 10 + Borat + 5ccm destilliertes Wasser (px 9,2). 


Diese Lésungen wurden in Kélbchen abgewogen. 
Mm. gastrocnemii (von sieben Ranae esculentae) wurden im Por 


zellanmorser in fliissiger Luft gepulvert. Das Muskelpulver wurde 


genau unter Zugabe der fliissigen Luft durchgemischt una in Menge! 
von etwa 2 g auf die Kélbchen verteilt. 

Die Kélbchen Nr. 3 bis 8 waren 7 Minuten in Wasser von 17° | 
eingestellt und nach dieser Zeit zu jedem 5ccm 20°, ig. Trichloressig- 
saure (= 5,44 ¢ Gewicht) zugegeben. Nachdem wurden die von aubet 
getrockneten Kélbchen wieder gewogen und aus der Differenz de: 
Gewichte das Muskelbreigewicht ermittelt. 

Im Filtrat wurde Ammoniak und Phosphorsaéure bestimmt. Zu 
Ammoniakbestimmung benutzte man 5 ccm des mit NaOH neutral. 
sierten und mit einem Uberschu8 von Boraxlésung versetzten Filtrats 
Destillation nach Parnas und Heller (12). Die Phosphorséure wurde 
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nach Lohmann und Jendrassik (13) bestimmt. Die Werte P, in der 
labelle bedeuten die direkt bestimmte Phosphorséiure, P; nach 7 Mi- 
nuten Hydrolyse und P35 nach 30 Minuten Hydrolyse in n HCl in 100° C 
Pyrophosphatgehalt wird nach Lohmann (14) aus der Formel: (P,— P,) 
Ps, —- P;) berechuet. DaB die Phosphorséiurebestimmung durch 
(Citrate und Borate nicht im geringsten gestért wird, wurde besonders 
festgestelit. 
Tabelle. 
Ammoniakbildung und Pyrophosphatzerfall im Muskelbrei. 14. Marz 1932. 
Ranae esculentae. Temperatur 17°C. 





Ge- mg-° 9 Phosphat-P mg-"/o o = = 

wicht NH3-N wees 

des Pyro- 2ePS 

X Probe Muskel- phosphat =o s 
breies | Py =P; | Pao P;—Po Pyo-P; Ge- Bil- 2% 85 

Ge- Zer- halt dung =7§ > 

g halt fall >Z & 


| Anfangs-!'\9 93 | 81 105 107 24 | 2 (22 0,50 — 
wert j 
2, Anfange-'| 994 | 81 (105 107 24 | 2 (22 0,64 — 


wert | 
} In de- 
stilliertem liye 87 97 101 10 4 6 (16 4,0 (3,4)1: 4,7 
Wasser 
4 In Puffer- 
lOsung 118 91,5108 110 16,5 
PH 5.1 
5 In Puffer- l 
losung 1,44 
Pu 6,7 
6 In Puffer- 
losung lo ie 85 92.5 96,5 
Pu = 7.6 | 
In Puffer- 
losung ls 78 92 100.5105 8.5 45\}4 118 |3086'25 (1: 7; 


~ 
+e 
or 
~I 
or 


0.99 04 1:19 


tho 
= 
or 
- 
s 
-_ 
— 


82.5 97 101,5 14,5 4 10,5 11,5 


=~ 
or 
a= 


8.5 18.5) 3,81 3,2 


7,2 

Pu = 8,5 

8 In Puffer- | 
losung 2,04 103 107 113 4 6 0 |22 1,13 06 1:37 


Pu 92 


Diese Experimente ergaben den SchluB: Die Ammoniakbildung 
wnd der Pyrophosphatzerfall im Muskelbrei kénnen durch die Ver- 
inderung der Wasserstoffionenkonzentration in der Fliissigkeit, in 
welcher sich der Muskelbrei befindet, getrennt werden. Im Muskelbrei 
selber verlaufen beide Prozesse parallel (in der Tabelle, Probe 3, ist das 
Verhaltnis N H,-N-Bildung zum Pyrophosphat-P-Zerfall 1 : 4,7; stéchio- 
metrisch ware dieses Verhaltnis 1 : 4,4; in anderen noch nicht publizierten 
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Experimenten finden wir Werte, welche diesem Verhaltnis sehr nal 
stehen. Man kann dagegen durch die Alkalisierung der Fliissigkeit 
mit Boratpuffern die Ammoniakbildung hemmen, wahrend der Py: 
phosphatzertall unter diesen Bedingungen ungestért verlauft. 


Wir danken dem Herrn Prof. Parnas fiir die uns bei dieser Arbe: 
erwiesene Hilfe. 
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Die Ammoniakbildung im Schildkriétenblut. 


Von 


Wi. Mozotowski und T. Mann. 
(Aus dem Institut fiir medizinische Chemie der Universitat Lwow.) 
(Eingegangen am 2. April 1932.) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 


Bei der Bestimmung des Ammoniaks im Blute der Schildkréte 
wurde die Beobachtung gemacht, daB die Ammoniakbildung des Schild- 
krétenblutes von ganz anderen Faktoren abhangig ist als die des Séuge- 
tierblutes. Es wurde festgestellt, daB diese im Gegensatz zum Saugetier- 
blut nicht durch Natriumborat (py = 9,2) gehemmt wird. Schon 
dieser Umstand weist auf einen anderen Mechanismus der Ammoniak- 
bildung im Blute der Schildkréte als im Séugetierblut hin. Noch deut- 
licher tritt dieser Unterschied nach der Hamolyse hervor: wahrend die 
Ha nolyse des Saéugetierblutes zu keiner gesteigerten Ammoniak- 
bildung fiihrt (1), geht nach der Hamolyse des Schildkrétenblutes in 
24 Stunden eine bis zu 15 mg Ammoniakstickstoff auf 100 ccm Blut 
gesteigerte Ammoniakbildung vor sich. Die Feststellung dieses Unter- 
schiedes war der Ausgangspunkt folgender Untersuchungen. 


I. Vorversuche. 


Die von Parnas und Heller (1) angegebene Methode zur Bestimmung 
des Ammoniakgehaltes im Blute beruht auf der Wasserdampfdestillation 
des Ammoniaks im Vakuum aus dem mit Borax schwach alkalisch gemachten 
Blute. Zur vollstaéndigen Entfernung des Ammoniaks aus 2 ccm Saugetier- 
blut geniigt das Uberdestillieren von 4 bis 6cem Fliissigkeit, das nach- 
folgende Destillat enthalt dann kein Ammoniak. Bei der Bestimmung 
des Ammoniaks im Schildkrétenblut wurde festgestellt, daB die dem ersten 
Destillat nachfolgenden Ammoniak enthielten, und zwar um so mehr, je 
mehr Zeit nach der ersten Destillation abgelaufen war. In dem mit 
Borat versetzten Menschenblut entstehen in 60 Minuten minimale Ammoniak- 
mengen, etwa 0,01 mg-°,, NH,-N, im Gegensatz dazu entsteht im Schild 
krétenblut schon 30 Minuten nach der ersten Destillation etwa 0,3 mg-",,, 
NH,-N (Tabelle I). 


Biochemische Zeitschrift Band 249. 11 











162 W. Mozotowski u. T. Mann: 


Tabelle I. 


Aus dem mit oxalsaurem Kalium versetzten Blute wurde mittels Bo, 
Ammoniak abdestilliert, die Probe verblieb dann im Destillierkolben 
Apparates bis zur nachsten Destillation. 





Die Menge 


des destillierten Minuten NH,-N 
Blutes nach der ersten ; Bemerkung 
Destillation 
cem mg- 
Schildkréte . . 5 0 0,42 
; 0 ‘ ! ’ " be eatin ~ 
rey ‘ 
35 0,34 ' 
Schildkréte . . 2 0 0,125 Vor 5 Minute: 
80 0.28 entnommer 
Mensch 5 0 0,10 tat eal 
r - or 10 Minuter 
60 a | entnommen 
) y 


Auf die Vermutung hin, daB die hemmende Wirkung des Borats aut 
die Ammoniakbildung im Schildkrétenblut erst nach erfolgter Hamolyse 
auftritt, wurde die Ammoniakbildung im nichthamolysierten Blut = mit 
derjenigen im hamolysierten und sofort nach Hamolyse mit Borat versetzten 


einerseits und jener im hamolysierten, aber erst nach bestimmter Zeit un 
mittelbar vor der Destillation mit Borat versetzten Blut andererseits ve1 
glichen. Es wurde festgestellt (Tabelle II), daB die Ammoniakbildung in 
unhémolysierten Schildkrétenblut sich von der im Saugetierblut nicht 
wesentlich unterscheidet, dagegen ist die Ammoniakbildung im ham 

lysierten Schildkrétenblut, sowohl nach Zugabe von Borat als ohne di 
selbe bedeutend gr6Ber als in irgendeiner bisher untersuchten Blutart. 


Tabelle I]. 


Das Schildkrétenblut wurde durch die siebenfache Wassermenge hamolysiert 

zu den Proben A wurde hierauf je 10 ccm gesattigter Boraxlésung hinzi 

gefiigt. zu den Proben # wurde Borax erst unmittelbar vor der Destillativ: 

zugesetzt. Probe C: nichthamolysiertes Blut ohne Zusatz als Kontrolle nac! 
24 Stunden. 





Probe Temperater zw . NH3-N 
| und Destillation mg-° 
A 18 5 Std. 8.9 
B 18 5 Std., 10 Min. 9.45 
C 18 24 
A 13 19 Std. 8.0 
B 13 19 Std., 19 Min. 8,3 


Es wurde also einerseits eine andere Abhangigkeit der Ammonia! 
bildung im Schildkrétenblut von der Wasserstoffionenkonzentration 
im Saugetierblut festgestellt, andererseits ein Einflu8 der Hamolyse auf «i: 
Verlauf und die GréBe dieser Ammoniakbildung festgestellt. Diese beic: 
Tatsachen haben gezeigt, daB die Ammoniakbildung im Schildkrétenb 
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einem anderen Vorgang als im Saugetierblut beruht. Es war nahe- 

end, daran zu denken, da8 die Bildung groBer Ammoniakmengen in 

nhaltigen Blutkérperchen allgemein der Hamolyse folgt. Diese Ver- 

tung konnte nicht bestatigt werden, denn Ganseblut verhalt sich 
ihnlich wie das Saugetierblut: es besteht kein bedeutender Unterschied 
zwischen der Ammoniakbildung im hamolysierten und nichthamolysierten 
Ganseblut (Tabelle ITI). 


Tabelle Il]. 


Ganseblut, der Fliigelvene entnommen. Temperatur 32°C. 





Zeit vom Einstellen 
: — NH,-N 
Zusammensetzung der Proben in den Thermostaten ‘ 
bis zur Enteiweifung mg-° 
S ett, MN ig. aos. Ketek ba ea we 0 0.5 
teem Blut und 7cem Wasser .. . 21 Std. 3.5 
— 2 7. vs oo a ws 3,2 
21 3,2 


Dagegen bildet sich im Froschblute nach der Hamolyse viel 
Ammoniak, ahnlich wie im Schildkrétenblute (Tabelle IV). 


Tabelle IV. 


Froschblut (R. escul.), aus dem Herzen entnommen. Temperatur 17°C. 





uy Zeit von Entnahme NH,-N 
Zusammensetzung der Proben bis zur Enteiweibung 
mg- 
CR RO 6.6 se SG 5 Min. 0,9 
05 , , und 3,5cem Wasser . 72 Std. 20.0 
0.5 12 ~» 1,0 
2s cia & j 


Il. Der Verlauf der Ammoniakbildung im Schildkritenblute. 


Da Zugabe von Borat die Ammoniakbildung im Schildkrétenblut 
nicht hemmt, muBte die Ammoniakbestimmung im Filtrat des enteiweiBten 
Blutes durchgefiihrt werden. Da aber die zur EnteiweiBung benutzten 
Reagenzien etwas Ammoniak enthalten und da selbst die Hamolyse des 
Bluites eine Ammoniakbildung hervorrufen kann, so sind wir der Meinung, 
daB der Ammoniakgehalt im kreisenden Blute etwas niedriger ist als der, 
den wir im Filtrat des enteiweiBten Blutes finden. In der vorliegenden 
Arbeit aber beschaftigt uns die Ammoniakbildung, die 10, 15 und mehr 
Milligramm Ammoniak in 100 cem Blut betragt; die Unsicherheit von etwa 
Zehntel Milligramm in den Anfangswerten kann dabei keine Rolle spielen. 
\lle hier angegebenen Versuche wurden im Blute der Emys europaea aus- 
gefiihrt. Das Blut wurde derart entnommen, daS nach der Zerst6rung des 
Gehirns die Haut am Halse gespalten und zuriickgeschoben wurde und 
nun der Kopf abgeschnitten, das tropfenweise hervorquellende Blut wurde 
in eine mit Kaliumoxalat bestéubte Schale gesammelt. Bei der Entnahme 
der Blutproben muB man auf gutes Mischen des Blutes achten, denn die 
Senkung der Blutkérperchen ist so groB. daB die Unterschiede in dem 
Verhaéltnis zwischen Blutkérperchen und Blutplasma in den einzelnen 
Proben eine bedeutende Fehlerquelle bilden kénnen. 


ig 
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Der Verlauf der Ammoniakbildung im nichthémolysierten, in dey 


durch Zusatz von einer siebenfachen Wassermenge und in dem dure}, 
Gefrieren und Auftauen haémolysierten Blute bestatigt die in dey 
Vorversuchen gefundenen Ergebnisse (Tabelle V, Abb. 1). Nach Ablaui 
von 26 Stunden bei 16°C werden im nichthémolysierten Blute kaum 
mehr als 3,1 mg-°,, NH,-N gebildet ; im hamolysierten Blute erreiclit die 
Ammoniakbildung unter denselben Bedingungen 17,6 und 15,0 mg 
NH,-N. 
Tabelle V. 
Schildkrétenblut. Temperatur 16°C. 
Proben der Reihe 1: Nichthaimolysiertes Blut. 
II: Durch Zusatz einer siebenfachen Menge Wassers 
hamolysiertes Blut. 
III: Durch Gefrieren und Auftauen hamolysiertes Blut 


EnteiweiBung nach Folin-Wu (mit 10°, Natriumwolframat und ?/,n H,SO, 





I. Il. Ill. 





Zeitraum zwischen NH,-N 


Zeitraum zwischen | y Hy-N Zeitraum zwischen H,-N nee gee 


Blutentnahme und H&imolyse und 





Enteiweifung mg-°/9 Enteiweifung mg-/o Enteiweibung meg- 
5 Min. 0,35 — _— 30 Min. 1,5 
— ~- 1 Std. 3,9 1 Std. 3,6 
-_ — ig 66 . 42 
‘ is . 7,7 = 
_— _ 22 , 17,6 22 Std. 12,0 
27 Std. 3.1 oo 17.6 26 , 15.0 
20 
vf 
> 1§ T 
> 
BS 
ae V 

















4 , = ae 
Stunden 
Abb. 1. 


JO 


Da, wie festgestellt wurde, Borat (px = 9,2) die Ammoniak 
bildung nicht hemmt, bestimmten wir die Abhangigkeit zwischen 
der Ammoniakbildung und der Wasserstoftionenkonzentration. 1 ccm 
Blut wurde mittels 5cem Wasser haimolysiert und mit 10 ccm Puffer- 
lésung versetzt. Nach Ablauf von 24 Stunden wurde die Ammoniak- 
bildung durch EnteiweiBung unterbrochen (Tabelle V1). 
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Tabelle VI. 


schildkrotenblut. Temperatur 16 bis 18°C. Die Proben wurden nach der 

in der Tabelle angegebenen Zeit mittels 4cem 20° ig. Trichloressigsiure 

enteiweiBt. Die Pufferlésungen: Borat (12,404 g Borséure + 100 ccm 

NaOH n auf | Liter), Citrat (21,008 g Citronenséure + 200 cem n NaOH 
auf | Liter). 





Zeit von 
Zusammen- NH,-N 
Wa - - setzung der — 
Blut asser . > is 9 

Pufferlosung ;~ 1 Le 
. ry mg-°/o 


Zusammensetzung der Proben 


m ecm 
1 15 _ 15 Min. 0,25 
einer Mischung von | 

1 5 10ccm 6cem Borat und Pa = 9,9 2,8 
4ccm n/10 Natronlauge 

1 5 10cem einer gesittigt. Boratlésung py = 9,2 9.4 

einer Mischung von 

1 5 10cem 6,5cem Borat und pa — 8,5 10,0 
| 3,5cecem n/10 Salzsaure 
| einer Mischung von | 

1 5 10cem 5,25 ecm Borat und pu = 7,6 a 6.1 
| 4,75cem n/10 Salzsaure 24 Std. 
| einer Mischung von | 

1 5 10cem ;5,25cem Citratlésung und! py = 6,7 7.8 
la750ccm n/10 Natronlauge| 
| einer Mischung von 

1 5 10cem ; 9ccm Citratlésung und } py = 5,1 0,9 
| 1 ccm n/10 Natronlauge 

I 15 10.6 

1 = 0.45 





Die gréBte Ammoniakbildung findet bei alkalischer Reaktion 
(pu = 8,5 bis 9,2) statt: in neutralen oder schwach sauer reagierenden 
Lésungen ist die Ammoniakbildung kleiner, ebenso ist sie bei starker 
alkalischer Reaktion (px = 9.9) verringert. Vergleicht man diese 
tesultate mit denjenigen im Kaninchenblute, so ist der Unterschied 
klar: im Kaninchenblute (1) ist die Ammoniakbildung schon bei 
Pu = 8,8 bedeutend geringer und bei py = 9,2 fast vollkommen 
gehemmt, dagegen ist sie im Schildkrétenblut bei py 9,2 nicht im 
geringsten beeintrachtigt. 


Um den Mechanismus dieser Ammoniakbildung zu untersuchen, 
haben wir das Blut in Fraktionen geteilt und den Anteil der ein- 
zelnen Fraktionen an der Ammoniakbildung untersucht. Durch 
Zentrifugieren wird das Schildkrétenblut in Blutplasma A und Blut- 
kérperchen B geschieden: die letzteren werden mit 0,7°,ig. NaCl- 
Lésung zweimal gewaschen. Aus den gewaschenen Blutkérperchen 
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erhalt man durch Zusatz einer siebenfachen Wassermenge zwei Fr: 
tionen: eine hamolytische Lésung (Fraktion B,) und eine in Wasse: 
unlésliche Fraktion (B,), die aus Stromata und Blutkérperchenkeri«: 
besteht. Den Anteil der einzelnen Fraktionen an der Ammoniakbildu jy 
veranschaulicht der in der Tabelle VII angegebene Versuch. Es wurde 
bestatigt, daB nicht die Zugabe der Fliissigkeit allein, sondern di 
Hamolyse die wesentliche Ursache der Ammoniakbildung bildet ; das 
Blut ohne jeden Zusatz, sowie das mit siebenfacher 0,7°%, Na('- 
Lésung versetzte, bildet 1,7 und 1,4 mg-°,, NH,-N, wogegen das mit 
siebenfacher Wassermenge versetzte Blut 16,7 mg-°,, NH,-N, also 
zehnmal gréBere Ammoniakmenge bildet. AuBerdem zeigte es sich, 
daB keine der einzelnen Fraktionen (A, B,, B,) fiir sich allein grote 
Ammoniakmengen bildet (Tabelle VII, Probe 11, 18 und 20). Die 
hamoglobinhaltige Lésung (B,) mu8B durch Zusatz von Blutplasma (A 
oder von unléslichem Niederschlag (B,) erganzt werden, damit die grobe 
Ammoniakmenge entstehe (Tabelle VII, Probe 13, 15). Die Mischung 
aller drei Fraktionen in dem Verhaltnis, wie sie im Blute vorkommen, 
ergibt die Entstehung etwas geringerer Mengen Ammoniak als im 
hamolysierten Gesamtblute, vielleicht infolge des Auswaschens de1 
Erythrocyten (Tabelle VII, Probe 16 und 2). 


Der Anteil des Blutplasmas an der Ammoniakbildung tritt noch 
deutlicher hervor in dem unten (Tabelle VIII) angegebenen Versuch 


Tabelle VIII. 


Schildkrétenblut. Temperatur 15°C. Die Blutkérperchen wurden mittels 

0,7 °,ig. NaCl-Lésung zweimal gewaschen und zum vorherigen Blutvolumen 

mit 0,7 °.,ig. NaCl-Lésung erginzt. Es wurden verschiedene Mengen Schild- 

kréten- bzw. Kaninchenblutplasmen zugesetzt. Die Resultate wurden in 

Milligrammprozenten der Blutkérperchensuspension berechnet.  Du- 

Kaninchenblutplasma wurde am vorherigen Tage entnommen und i: 
Eisschrank aufbewahrt. 





j 











| Zusammensetzung der Proben Zeit von 
| —_____— aan See "Ea Zusammen- 
Probe Blut- Dest. Blut- Kaninchen- setzung der NH.-N 
kérperchen Wasser plasma Blutplasma Proben bis zur 
ecm ecm cem ccm Enteiweibung my- 
1 1 7 a - 5 Min. 0,83 
2 7 1 a ts 0,65 
3 — 7 -— 1 5 0,76 
4 1 7 - - 22 Std. 4,2 
5 - 7 l -- a « 0,76 
6 _ 7 -- 1 ~~ 12 
7 1 6.9 0,12 22 8.8 
8 1 6,5 0.5 -- ™ « 10,8 
9 1 6 1 — a 11,7 
10 1 5 2 — a 14.4 
11 1 6 1 ma ¢ 7.0 
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Mittels 0,7° ig. NaCl-Lésung gewaschene und nachher hamolysierte 
Blutkérperchen wurden mit verschiedenen Blutplasmamengen versetzt 
und der Verlauf der Ammoniakbildung untersucht. Es wurde fest- 
gestellt, daB zwar die Ammoniakbildung mit wachsenden Mengen des 
zugegebenen Blutplasmas gréBer wird, daB aber dieser Zuwachs den 
zugesetzten Blutplasmamengen nicht proportional ist: Die Zugabe 
von 0,12cem Biutplasma zu 1 ccm gewaschenen und hamolysierten 
Blutkérperchen (also solcher, die auch die unijésliche Fraktion B, 
enthielten) ruft einen NH,-Zuwachs von 4,2 auf 8,8 mg-°, NH,-N 
hervor, der Zusatz von einer vierfachen Menge, d.h. 0,5 ccm Blut- 
plasma erhéht den Ammoniakgehalt nur auf 10,8 mg-°,, NH,-N. Die 
Wirkung des Blutplasmas ist unspezifisch: das am vorherigen Tage 
entnommene und im Eisschrank aufbewahrte Kaninchenblutplasma 
erzeugt nach Zusatz zu gewaschenen und hamolysierten Schild- 
krétenblutkérperchen eine groBe Ammoniakbildung (Tabelle VIII, 
Probe 11). 

Anders gestaltet sich der ProzeB, wenn nicht Blutplasma, sondern 
verschiedene Mengen der unléslichen Fraktion (Niederschlag B,) zu- 
gesetzt werden. In dem entsprechenden Versuch (Tabelle IX) wurde 


Tabelle 1X. 


Schildkrétenblut. Temperatur 15°C. Zu den Proben | und 2 wurde Gesamt- 
blut gebraucht; die anderen Proben wurden mit Blut angestellt, das mittels 
siebenfacher Wassermenge hamolysiert und dann durch Zentrifugieren 
vom Niederschlag befreit worden ist. Die in diesem Versuch angewandte 
hamolytische Lésung unterscheidet sich von derjenigen der vorherigen 
Versuche durch den normalen Gehalt an Blutplasma. Der Niederschlag 
die Fraktion B,) wurde zweimal mit Wasser gewaschen und hierauf durch 
Wasserzusatz eine Suspension, welche dem urspriinglichen Blutvolumen 
entsprach, hergestellt. 





Zeit von 


ie Zusi “3 zung der Probe ‘ 
Die Zusammensetzung der Proben Zasammen- 


Probe aa setzung der NH;-N 
Hamolyt By Dest. Proben bis zur 
Loésung Blutniederschlag Wasser Enteiweifung mg-/9 
1 1cem vollen Blutes 7 ecm 5 Min. 0,7 
2 had ~ * , 23 Std. 15.6 
3 8 ccm - 5 Min. 1,7 
4 Oo ~ — — 23 Std. 11,8 
5 — Blutniederschlag aus 6 com 5 Min. 0,62 
2eem Blut (d.h. 2 eem 
Susp.) 
6 - Dasselbe Svs 23 Std. 0.79 
7 8 cem Blutniederschlag aus _ « 13,9 
0.3cem Blut 
8 ey Blutniederschlag aus — a 17,5 
2ecem Blut 
9 a Blutniederschlag aus 23 23,0 


4eccm Blut 





| 
| 
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das Gesamtblut hamolysiert, der unlésliche Niederschlag (Fraktion 3, 
von der klaren hémolytischen Lésung (die Fraktion B, und Blutplasma 4 
enthielt) durch Zentrifugieren abgesondert. Gleiche Mengen de: 
aus Fraktion B, und Blutplasma A bestehenden Lésung wurden mit 
verschiedenen Mengen der mittels Wasser gewaschenen Fraktion }, 
versetzt. Wahrend in der hamolytischen Lésung (B, + A) allein 
(Tabelle IX, Probe 4) nur 11,8 mg °%4 NH,-N entsteht, bildet sich in 
derselben Menge der himolytischen Lésung in Gegenwart von aus 
0,.3cem stammendem Niederschlag B, 13,9 mg °% NH,-N:  setzt 
man zur Probe einen Niederschlag B, aus 4 ccm Blut, so bilden sich 
23 mg °, NH,-N. Stellen wir die in der Tabelle VIII und LX angegebenen 
Resultate kurz zusammen, so ergibt sich folgendes: Bei unveranderten 
Mengen der Fraktion B, und B, und wechselnder Menge der Fraktion A 





Steigert der Zusatz von 


Blutplasma (A) die Ammoniakbildung um 


0,12 cem 4,2 mg-°/) NH,-N 
0,50 , 68°... N H,-N 
te te ss NH;-N 
ms Mme NH,-N 


Abb. 2 zeigt die Abhangigkeit der GréBe des Ammoniakzuwachses 
von den zugesetzten Blutplasmamengen. 

Bei unveranderten Mengen der Fraktion A und B, und wechselnder 
Menge der Fraktion B, (Tabelle IX): 





Steigert der Zusatz der : F : 
- ! yniakt 
Fraktion B, aus die Ammoniakbildung um 


0,3 cem Blut mg-°/, NH;-N 


2,1 
a an 5,7, NH,-N 
Rie 11,2 NH,-N 


Abb. 3 zeigt die Abhangigkeit der GréBe des Ammoniakzuwachses 
von den zugesetzten Niederschlag-B,-Mengen. 
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Die obigen Ergebnisse wurden noch dadurch bestatigt, dali Schild- 
krotenblut in die drei Fraktionen geteilt und diese Fraktionen in 
verschiedenen Verhaltnissen vermischt wurden. In der Tabelle X 
sind die Resultate eines solchen Versuchs gegeben. 


Tahe lle Ba 2 


schildkrétenblut. 15°C. Durch Zentrifugieren wurde Blutplasma (4) ab- 
gesondert, die Blutkérperchen (4) mittels 0,7° jig. NaCl-Lésung dreimal 
yewaschen und hierauf mit 0,7°,ig. NaCl-Lésung zum vorherigen Blut- 
volumen ergénzt. Ein Teil der gewaschenen Blutkérperchen wurde mittels 
siebenfacher Wassermenge hamolysiert, die hamolytische Lésung (B,) 
vom Niederschlag (B,) entfernt. Der Niederschlag wurde nach dreimaligem 
Waschen mit Wasser zum Blutvolumen mittels Wasser ergiinzt. 





Zusammensetzung der Proben ma 
Zeit von 
Zusammen- 


Blutplasma Himolyt. a Dest. 0,7° ,ige ae bis NH3-N 
(A) Lisung (B,) Suspension Wasser NaCl-Lsg. comune 
ecm ecm eem ecm ecm mg-°/9 
leem vollen Blutes 7 5 Min. 0,8 
(A » y B, + By) 
Dasselbe 7 — 23 Std. 20,0 
5 - 8 — 5 Min. 1,8 
= 8 8 -- 23 Std. 3,9 
2 - — 6 - 5 Min. 0,4 
2 — — 6 -- 23 Std. 04 
— 2 6 — 5 Min. 0,28 
. — 2 6 - 23 Std. 0,46 
- 8 a 4 4 23 Cs 3,9 
0,2 8 _ 4 3,8 23 , 7,1 
2 8 - 4 2 Zo « 14,3 
4 . se 4 es 23 | 15,7 
— s 0,2 7,8 an 3,9 
— 8 2 6 - 7 « 5,5 
a 8 4 4 — a 9,3 
+ 8 1 3 2 . 20.0 


Wahrend der Zusatz von 0,2cem Blutplasma die Ammoniak- 
bildung um 3,2 mg °,, NH,-N erhéht, andert die Zugabe von 0,2 ccm 
Niederschlag B, die Ammoniakbildung nicht, gibt man aber statt 
2cem Blutplasma 4ccm, so erhéht sich der Ammoniakgehalt nur 
um 14mg °% NH,-N, wahrend dahnlich doppelte Erhéhung der 
Fraktion B, von 2 auf 4cem die Ammoniakbildung um 3,7 mg-°o 
NH,-N erhéht. Je gréBer also die zugegebenen Blutplasmamengen, 
desto kleiner der EinfluB auf den Ammoniakzuwachs; je gréBer aber 
die zugegebenen Mengen der unléslichen Fraktion B,, desto gréBer 
und zwar direkt proportional, die Ammoniakbildung. Es hat den 


Anschein, als ob die unlésliche Fraktion B, den ammoniakbildenden 
Stoff liefere und das Blutplasma ein Ferment enthielte. Ganz unklar 
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ist aber die Ralle der Lésung B,, deren Gegenwart fiir die Ammoniak 
bildung notwendig ist; mischt man die Fraktion B, mit Blutplasma 4, 
so erfolgt keine groBe Ammoniakbildung (Tabelle VII, Probe 22 und 23) 

Weitere Untersuchungen hatten den Zweck, die Art der ammoniak. 
liefernden Substanz zu bestimmen. 


Ill. Die Ammoniakmuttersubstanz des Schildkritenblutes. 


Die Muttersubstanz des Ammoniaks im Saugetierblut ist zum 
Teil das Adeninnucleotid (2). Die im Séugetierblut gebildete 
Ammoniakmenge ist aber gréBer als die der gebildeten Inosinsaéure ent- 
sprechende. Entweder also wird die gebildete Inosinséure zum Wieder- 
aufbau des Adeninnucleotids verwendet und eine unbekannte Stickstoft- 
verbindung ist die Quelle der Aminogruppen, cder es existiert neben 
dem Adeninnucleotid eine andere ammoniakbildende Substanz. Die 
erste Vermutung stimmt mit der Annahme von Parnas (3) iiberein 
daB aus dem Adeninnucleotid im Muskel abgespaltenes Ammoniak 
fir den Wiederaufbau nicht verwendet wird, dagegen eine andere. 
unbekannte Stickstoffverbindung die Quelle der Aminogruppen 
ist; so ware also das Adeninnucleotid die unmittelbar Ammoniak 
liefernde Substanz, die aber immer wieder aufgebaut wird; so ware 
es verstandlich, warum die Ammoniakbildung nicht mit dem Aminc- 
purinverlust tibereinstimmt. Die zweite Méglichkeit bestainde, wie er- 
wahnt, in einem anderen, neben dem Adeninnucleotidzerfall ver- 
laufenden, ammoniakbildenden ProzeB. 

Die groBe Ammoniakbildung im Schildkrétenblut unterscheidet sich 
wesentlich von der im Saéugetierblut bekannten. Man muBte deshalb 
die ganze Frage vom Anfang an behandeln. Zuerst beschaftigte uns die 
Frage, ob die Ammoniakmuttersubstanz unter den Bestandteilen des 
nichtkolloiden Stickstoffs (,.Reststickstoffs‘‘) zu suchen ist, d.h. ob 
sie bei der EnteiweiBung durch Wolframsaéure oder durch Trichlor- 
essigsiure in das Filtrat tibergeht. oder ob sie zu den hochmolekularen 
Stoffen gehért. Wenn der nichtkolloide Stickstoff in der der Hamolyse 
folgenden Ammoniakbildung keine Anderung erfahren wiirde, so 
ware das ein Beweis dafiir, daB die ammoniakbildende Verbindung 
sich in dieser Kérpergruppe befindet und die Bestimmung der einzelnen 
Substanzen dieser Gruppe kénnte vielleicht zur Feststellung des chemi- 
schen Charakters der Muttersubstanz fiihren. Wenn sich dagegen de: 
. Reststickstoff-gehalt bei steigender Ammoniakbildung andern wurde 
so miBte man die Muttersubstanz dieses Ammoniaks in den hochmole- 
kularen Verbindungen suchen. Die Versuche (Tabelle XI und XII 
fiihren zur Feststellung, daB8 im Verlauf der Ammoniakbildung de 
nichtkolloide Stickstoff steigt, sein Anwachsen aber fallt auf die erste: 
Stunden nach der Hamolyse, wenn Ammoniak noch nicht in gréBere! 
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Menge entstanden ist. AuBerdem ist das Anwachsen des_nicht- 
kolloiden Stickstoffs gréBer als der gebildeten Ammoniakmenge ent- 
sprechend. Es hat den Anschein, als ob kurz nach Hamolyse sich 
aus den hochmolekularen Stoffen stickstoffhaltige Korper abspalteten, 
aus welchen dann Ammoniak gebildet wird. Es ist nicht aus- 
geschlossen, daB die Ammoniakbildung in keinem Zusammenhang mit 
dem Anwachsen des Reststickstoffs steht, d.h. daB einerseits ein 
Zerfall der hochmolekularen Stoffe erfolgt und andererseits eine 
Ammoniakbildung aus nichtkolloiden Blutbestandteilen stattfindet. 


Tabelle XI. 


Schildkrétenblut. Temperatur 17°C. EnteiweiBung durch Trichloressig- 
siure: 2 Teile 20°),ig. Trichloressigséure auf 10 Teile der Lésung. Das Blut 
jig & & 


wurde 5 Minuten nach der Entnahme hamolysiert. 





Probe ZW =... NHj-N ; mene — 
und Enteiweifbung mg-°/o mg-°/o mg-9/, 
1 20 Min. Lv 175 170 
2 5 Std., 30 Min. 9,1 194 194 
3 22 Std. 14,7 191 191 
+ i 15,2 189 192 


* Die Reststickstoffbestimmung wurde in zwei &hnlich angestellten Proben ausgefiibrt 
lie Werte nebeneinander angegeben. Diese Kontrolle hatte den Zweck, festzustellen, ob das 
mit der Pipette entnommene Schildkrétenblut, welches sich durch eine grofe Blk.-Senkungs- 
geschwindigkeit auszeichnet, wirklich in denselben Mischungsverhiltnissen zu den Versuchs- 
proben genommen wurde. 


In den Untersuchungen iiber die Ammoniakmuttersubstanz wurden 
die Bestimmungen der Purinbasen, der Harnséure, des Harnstoffs 
und des Amidostickstoffs ausgefihrt. 

Die Purinbasen wurden nach Parnas (3), die Harnséure nach Bene- 
dict (4), der Harnstoff mittels Urease im Folin-Wu-Filtrat, der Amido- 
stickstoff nach Bliss mit Benutzung des Parnas-Hellerschen Apparates (5) 
bestimmt. 

Es zeigte sich, daB zwar die Purinbasen einen gewissen Anteil 
an der Ammoniakbildung haben, dai aber nur ein Teil des im haimo- 
lysierten Blute gebildeten Ammoniaks aus dieser Quelle stammen kann. 
In dem in der Tabelle XITI angegebenen Versuch wachst die Ammoniak- 
menge um 13 mg-°/, N, der Aminopurinverlust betragt 11,2 mg-°, N, 
die Oxypurine wachsen um 8,5 mg-% N an; héchstens 11,2 8.5 

2,7 mg-°,, NH,-N kénnen also aus Purinbasen stammen. Berechnet 
man die durch die Desaminierung der Purinbasen entstehende Ammo- 
niakmenge so, daB ein Fiinftel des Stickstoffs der zerfallenen Amino- 
purine als Ammoniak in Rechnung gesetzt wird, so wiirde man die 
auf diese Weise entstehende Ammoniakmenge auf 2,2 mg-°,, NH,-N 
schatzen. Die Queile des Ammoniakrestes, der iiber 10 mg-°,, NH,-N 
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Tabelle XII. het 
Schildkrétenblut. Temperatur 15°C. Die mit F bezeichneten Pro! an | 
wurden nach der Methode von Folin und Wu, die mit B bezeichneten nach 1e1 
Methode von Benedict (6) enteiweiBt. Zu den Proben wurden je 2 Trop! oll 
Toluol auf 20 cem Blutlésung zugefiigt. Das Blut der Proben 1 bis 8 wurd sae 
5 Minuten nach der Entnahme, das Blut der Probe 9 wurde 25 Stunde: hild 
nach der Entnahme hamolysiert. 
Zeit Harnsdure Harnstoft eat 
veitraum ' ’ . L a Sé b= arnstot 
Probe zwischen Himolyse N H3-N Reststickstoff  stickstoff Stickstotf 
und Enteiweibung mg-°), mg-° |; mg-°), mg-' 
LF 13 Min. 0,87 111 0,60 52.5 
2B is .. 0,83 107 0,65 bild 
3B 5 Std., 45 Min. 3,3 121 0,55 fiir 
4B es, 8 5.6 127 0,55 ak 
5B 25 Std. 6.1 128 0,55 nia 
6B 48 , 7,8 129 0,60 blut 
7B 68 , 11,1 135 0,70 
8k 68 11,9 135 0,63 51,5 
9B 5 Min. 1,56 103 0.73 in B 
aus | 
in k 
Tabelle XIII. muBb 
Schildkrétenblut. Zu den Versuchen wurden je 8ccm Blut gebraucht. 
Das Blut der Probe 1 wurde sofort nach der Hamolyse mit 5°,ig. Schwefi Stic 
siure versetzt und im Autoklaven hydrolysiert. Das Blut der Probe hest 
wurde hamolysiert, dann 24 Stunden bei 17°C aufbewahrt: nach Ablaut toft 
dieser Zeit wurde NH, bestimmt und der Rest mittels H,SO, im Autoklaver — ’ 
hvdrolysiert. purl 
men 
. Aminopurin- Oxypurin- Gesamt puri! las a 
NH3-N stickstoff stickstoft stickstoff* gleic 
mg-° mg-° 5 mg-° , mg-‘ 
I _ 28.5 8.8 37,3 Pa 
II 13,9 17,3 17,3 34.6 oo 
16,1 
* Berechnet: Summe des Amino- und Oxypurinstickstoffs diese 
135, 


Schildkrétenblut. 


T abelle 


AIV. 


Temperatur 15°C. 





Zeitraum Amidostickstoff- 
zwischen Himolyse gehalt 
und Enteiweifung in mg-°') N 
83.5 | 
5 Min. 84,0 
84,7 
84,0 | 
24 Std. 84.0 


85.4 


Ammoniakgehalt 


in mg-° 


0.44 


10.6 








~* 
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betragt, ist im Zerfall anderer Verbindungen zu suchen Der Gehalt 
an Harnsaure, Harnstoff und Amidostickstoff verindert sich wahrend 
der der Hamolyse folgenden Ammoniakbildung nicht (Tabelle XIIT 
und XIV); man kann nicht diese Kérper mit der groBen Ammoniak- 
hildung im Schildkrétenblut in Verbindung stellen. 


Wir danken dem Herrn Prof. Parnas fiir die uns bei dieser Arbeit 
erwiesene Unterstiitzung. 


Zusammenfassung. 


1. Der Hamolyse des Schildkrétenblutes folgt eine Ammoniak- 
bildung, welche nach Ablaut von 24 Stunden mehr als 10 mg NH,-N 
fir 100 cem Blut betrigt. Natriumborat (py = 9,2) hemmt die Ammo- 
niakbildung des Schildkrétenblutes im Gegensatz zu der des Saéugetier- 
blutes nicht. 

2. Wenn man das Schildkrétenblut in drei Fraktionen teilt, namlich 
in Blutplasma A, die hamoglobinhaltige Lésung B, und eine unldésliche 
aus Stromata und Erythrocytenkernen bestehende Fraktion B,, so erfolgt 
in keiner die valle Ammoniakbildung. Zur vollen Ammoniakbildung 
muB man die Fraktion B, durch die Fraktion A oder B, erganzen. 

3. Nach der Hamolyse wird ein Anwachsen des _nichtkolloiden 
Stickstoffs beobachtet, welches auf den Anteil hochmolekularer Blut- 
bestandteile an der Ammoniakbildung hinweist. Der Gehalt an Harn- 
stoff, Harnséure und Amidostickstotf verandert sich nicht. Der Amino- 
purinzerfall erklart nur das Entstehen eines kleinen Teiles der Ammoniak- 
menge, welche ungefahr der im nichthamolysierten Blute gebildeten 
gleichkommt. 

Literatur. 


1) J. K. Parnas u.J. Heller, diese Zeitschr. 152, 1, 1924. 2) Wt. Mozo- 
lowski, ebendaselbst 206, 150, 1929. 3) J. K. Parnas, ebendaselbst 206, 
16, 1929. 4)S. R. Benedict J. of biol. Chem. 51, 187, 1922. 5) FT. Mann, 
diese Zeitschr. 231, 33, 1931. 6) S. R. Benedict. J. of biol. chem. 92, 
135, 1931. 











Die Bedeutung der Gallensiure im Kohlenhydratstoffwechsel. 


XIX. Mitteilung: 
Uber den Einflug der Cholsiure auf die Milchsiureausscheidung bei blausiiure- 
vergifteten Kaninchen. 


Von 
Sigetosi Sibuya. 
(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut zu Okayama.) 
(Eingegangen am 2. April 1932.) 


Es ist eine bekannte Tatsache, daB die Milchséure im Organismus 
leicht assi- ‘liert und keine Spur davon im normalen Harn ausgeschieden 


wird, und ‘elbst bei Zufiihrung groBer Mengen. Die so leicht 
assimilierb: ‘ure tritt aber bei Sauerstoffmangel reichlich in 
den Harn y - Hoppe-Seyler und Araki!, Araki*, Zillessen®, 


ten Doesschate*, Meyer® sowie Collazo und Lewicki® bewiesen haben 

Die Blausiure vermag in minimaler Konzentration die Zell. 
atmung des Organismus zu hemmen, so da bei Blauséurevergiftung 
die in den Organismus eingefiihrte Milchsiure zum Teil unverandert 
im Harn wieder eliminiert werden kann. Weiter besteht ein inniger 
Zusammenhang zwischen Leberfunktion und Milchsaurestoffwechsel ; 
nach v. Norden’ wird bei akuter gelber Leberatrophie und Phosphor- 
vergiftung die Milchsdéure im Harn ausgeschieden. 

Schon friiher hatte Minkowski® behauptet, daB das Auftreten de: 
Milchséure im Harn von Végeln ohne Leber eine direkte Folge des 
Fehlens der Leberfunktion sei. Neuerdings hat Geiger® gezeigt 
daB das Muskelglykogen durch die Wirkung des Adrenalins ab. 
gebaut und in Form von Milchséure an das Blut abgegeben wird 
diese Blutmilchséure gelangt in die Leber und wird dort aufs neue 21 


1 F. Hoppe-Seyler u. T. Araki, Zeitschr. f. physiol. Chem. 19, 422, 1894 
2 T. Araki, ebendaselbst 15, 335 u. 547, 1891. 

5 H. Zillessen, ebendaselbst 15, 387, 1891. 

* A. ten Doesschate, ebendaselbst 54, 153, 1907/08. 

5 H. Meyer, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 17, 304, 1883. 

6 J. A. Collazo u. J. Lewicki, diese Zeitschr. 158, 136, 1925. 

? v. Noorden, Pathologie des Stoffwechsels 2, 1906. 

8 O. Minkowski, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 31, 214, 1893. 

® E. Geiger, diese Zeitschr. 228, 190, 1930. 
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Leberglykogen resynthetisiert, was Cori und Cori! bereits angenommen 
hatten. 


Die Gallensaiure wirkt auf den niichternen Blutzucker sowie auf die 
kimstheh durch Zufuhr von Zucker erzeugte Hyperglykamie und Glykosurie 
herabsetzend, was bereits von T'suji*, Misaki,* Murakami4, Taku® und 
Tanaka ® bewiesen worden ist. Andererseits zeigte Fuzita’?, daB die Glykogen- 
hidung aus verschiedenen Hexosen sowie Aminoséuren in der Leber durch 
Zufuhr von Gallensaure deutlich gesteigert wird. Demnachst fand T'eraoka® 
experimentell, daB die Gallensiure die Glykogenbildung in der Leber aus 
|. |-Milchsaéure férdert. Die Gallenséure muB also die Milchséureausscheidung 
m Harn hemmend beeinflussen, wenn durch irgendeine Ursache, z. B. Blau- 
saurevergiftung, die in den Organismus eingefiihrte Milehsiure wieder im 
Harn ausgeschieden wird. 

In diesem Sinne habe ich die Milchsiuremenge im Harn des mit 
Blausdure vergifteten Kaninchens quantitativ untersucht, um zu 
sehen, wie weit die Gallenséure die Assimilation der subcutan ein- 
gefiihrten Milchséure beeinfluBt. 


Beschreibung der Versuche. 


Zum Versuch wurden gut ausgewachsene, kraftige mi” » Kaninchen 
verwendet, die 12 bis 13 Stunden gehungert hatten Kaninchen 
wurde die d,1-Milchséure (Kahlbaum) als Natri und 1° ige 
Kaliumeyanidlésung (E£. Merck) subcutan einverleibv. tere Lésung 


wurde stets frisch hergestellt, weil sie sich bekanntlich schnell zersetzt. 

Die Isolierung der Milchséure aus dem Harn geschah nach Araki. Der 
Harn einer Gruppe von Kaninchen wurde auf dem Wasserbad zu etwa 
j0cem eingeengt, mit dem zehnfachen Volumen von 95° igem Alkohol 
versetzt und nach Ablauf von 12 Stunden filtriert. Die Alkoholausziige 
wurden im Vakuum vom Alkohol befreit und nach dem Anséuern mit 
20cem konz. Phosphorséure 72 Stunden lang im Extraktionsapparat mit 
\ther extrahiert. Der vom Ather befreite Riickstand wurde in 20 ccm 
Wasser gelést und filtriert. Dann wurde die Lésung unter Zusatz von 
reinem Bleicarbonat 1 Stunde lang auf dem Wasserbad erwarmt, im Eis- 
schrank iiber Nacht stehengelassen und filtriert. Aus den Filtrat wurde 
das Blei durch Schwefelwasserstoff entfernt, die Lésung durch Luftstrom 
von H,S8 befreit. Diese eingeengte Lésung wurde unter Zusatz von reinem 
Zinkearbonat auf dem Wasserbad erwarmt und hei® filtriert. Der Riick- 
stand wurde mit heiBem Wasser gut gewaschen. Filtrat und Waschwasse1 
wurden zusammen auf dem Wasserbad eingeengt. Dabei schieden sich 
schéne Kristalle von Zinklactat ab. 


1 O.F. Cori u. G. T. Cori, J. of biol. Chem. 81, 389, 1929. 
* K. Tsuji, J. of biol. Chem. 12, 139, 1930. 

* K. Misaki, ebendaselbst 8, 235, 1927. 

4 K. Murakami, ebendaselbst 9, 261, 1928. 

A. Taku, ebendaselbst 9, 299, 1928 

6 K. Tanaka, ebendaselbst 14, 463, 1931. 

S. Fuzita, ebendaselbst 12, 383, 1930. 

M. Teraoka, diese Zeitschr. 249, 95, 1932. 
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178 S. Sibuya: 


1. Kontrolle. 


Als Kontrolle wurden den Kaninchen 0,25 cem einer frisch bereitetoy _— 
1°igen Kaliumeyanidlésung pro Kilogramm Kérpergewicht subcutay k 


injiziert, und zwar zweimal, namlich vormittags 9 Uhr und nachmittays 
2 Uhr. Danach wurden die Kaninchen unruhig, ihre Atmung frequent, w 
sie legten sich auf den Boden. Der Harn wurde von vormittags 9 Uhr his 
zum niachsten Vormittag 9 Uhr durch Katheterisieren gesammelt. Die 
Resultate sind in der Tabelle I zusammengestellt. 


Tabelle J. 


(Kontrolle.) 





Kirpergewicht Harnmenge an Zinklactat Freie Séure die 
Vee 0 
g ecm e £ wire 
: ; 0.3] 
1980 60 neutral 
2080 85 neutral 
2300 95 schwach sauer nes 
- p : 0,156 0, Ana 
2250 80 neutral 156 114 
2480 105 schwach alkalisch 
2500 95 sauer 
Durehschnittswert im Tagesharn 0,026 0,019 


Analyse: 0,1168 g bei 110°C getrocknete Substanz gaben 0,0378 ZnO. 





Ber. fir (On. ...«» »- BBY Zn Troe 
Gef. Lr ee 26,00°,, Zn 
Aus der Tabelle I laBt sich ersehen, daB bei Blausdurevergiftung 
die Milchséure im Harn des Kaninchens ausgeschieden wird, und dai 
: : . r or r 4s . rs Dies 
dabei unbedingt eine Zufuhr von 2,5 mg Kaliumeyanid pro Kilogramm . 
Kérpergewicht notwendig ist, um eine konstante Milchséureausscheidung 
im Harn herbeizufiihren. daB 
2. Versuch mit Natriumlactat. —s 
eo R “nee oe OXVE 
Bei diesem Versuch wurden den Kaninchen 8cem einer 15° igen i 
‘Natriumlactatlésung (1,2 g d,1l-Lactat) pro Kilogramm Kérpergewicht “aur 
subcutan eingespritzt, die bereits mit der gleichen Menge von Kaliun wird 
eyanid, wie beim ersten Versuch angegeben ist, vergiftet waren. Aus den wan 
24stiindigen Harn dieser Kaninchengruppen wurde die Milchsaure als hues 
Zinklactat isoliert. 7 
Tabelle 11. — 
‘ veru 
Versuch I. ad 
Krist 
. . Eingefiihrte =e Freie . 
Koérpergewicht Harnmenge Reaktion d. > Testes Zinklactat Milehsiur SOW] 
g eem g g g noch 
von 
2300 80 neutral 2,76 | aktiv 
2100 90 sauer 2.52 
2050 83 schwach sauer 2.41 , 2,75381 2.0164 
2340 95 neutral 2,81 | 
2250 85 sauer 2.70 : 
Durchscbnittswert im Tagesharn 2.64 0.5506 0.4033 ’ 
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Versuch 2. 





; Eingefiihrtes a Freie 
Korpergewicht Harnmenge itt d. l-Na-Lactat Zinklactat Milchsiure 
g ecm g g g 
2500 94 schwach sauer 8,00 
2380 80 neutral 2.85 = 
9 ‘ ig > 365 2656 
2000 83 neutral 2.40 | ee 
2100 74 sauer 2.52 
Durchschnittswert im Tagesharn 2.69 0.4342 0.3162 


Aus den Versuchen | und 2 ergibt sich, daB bei Blausdurevergiftung 
die subeutan eingefiihrte Milchséure zum Teil tm Harn ausgeschieden 
wird und die tagliche Ausscheidung der Milchséure durchschnittlich 
0.3162 bis 0,4033 g betragt. 

Die beiden Zinksalze von Versuch | und 2 wurden vereinigt und der 
Analyse unterworfen, wobei sich fand: 


Analyse: 0,1560 g bei 110° C getrocknete Substanz gaben 0,0516 g ZnO. 


Ber. fiir (C,H,O0,),Zm...... «. 26,76% Zn 
LS EE a aa 


Bestimmung des Kristallwassers: 0.3790 g¢ Substanz verloren beim 
Trocknen bei 110°C 0,067 g H,O. 
Ber. fiir (C;H,;O,),Zn, 3H,O . . 18,16°%, H,O 
Gef. 5 ee 17,65°,, H,O 


Diese Zinklactatlésung war optisch inaktiv. 


Aus der Analyse und der optischen Eigenschaft geht klar hervor, 
daB es sich bei der isolierten Milchséure hauptsachlich um einen Racem- 
kérper handelt. Schon friiher hat Arcki! bewiesen, daB bei Kohlen- 
oxvdvergiftung nach subcutaner Zufuhr von optisch inaktiver Milch- 
‘aure eine Mischung von Para- und Garungsmilchséure ausgeschieden 
wird. Die d,1-Milchsiure kann danach jedenfalls zum Teil der Um- 
wandlung im Organismus zu d-Milchséure entgehen und im Harn zur 
Ausscheidung gelangen. Auch mu8 man beriicksichtigen, daB das 
nach der oben angefiihrten Methode dargestellte Zinklactat so stark 
verunreinigt ist, daB man es tiberhaupt nicht zur vollkommenen 
Kristallisation bringen kann, was bereits G. Embden und Kraus (1912)* 
sowie F. Yoshikawa* (1913) angegeben haben. Auberdem kommt 
noch der Umstand in Betracht, daB bei Vorliegen eines Gemisches 
von d, l- und d-Lectat die inaktive Verbindung viel leichter als die 
iktive kristallisiert. 


1 7. Araki, Zeitschr. f. physiol. Chem. 15, 335 u. 547, 1891. 
2G. Embden u. F. Kraus, diese Zeitschr. 45, 1, 1912. 
3 J. Yoshikawa, Zeitschr. f. physiol. Chem. 87, 382, 1913. 
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S. Sibuva: 


3. Versuch mit Natriumlactat und Natriumcholat. 

Bald nachdem ich den Kaninchen die oben angegebene M: 
von Kaliumeyanid und d, l-Natriumlactat zugefiihrt hatte, injiziert« 
ihnen subcutan pro Kilogramm Korpergewicht 2 ccm einer 1° Jig 
Natriumcholatlésung (0,02 g). Aus dem Harn dieser Gruppe 
Kaninchen wurde ebenfalls Zinklactat isoliert. 


Tabelle 111. 


Versuch |. 





Koérper- Harn- Eingefiihrtes | Eingefiihrtes’ , Fre 
‘i d,l-Na-Lactat Zinklactat Miles 


gewicht menge Reaktion Na-Cholat 
g ecm £ £ £ 

1950 75 sauer 0,039 2.39 

2000 80 schwach sauer 0,040 2.40 

2130 110 neutral 0,042 2,60 

2450 115 schwach alkalisch 0,049 2.94 

2300 85 gauer 0,046 2.76 


Durchschnittswert im Tagesharn 2.62 


Versuch 2. 





Kiérper- Harn- Eingefiihrtes FEingefiihrtes , 
gewicht menge Reaktion Na-Cholat d.l-Na-Lactat Zinklactat 


g ecm £ F e 


Fre 
Milehs 


2150 85 neutral 0,042 

2300 90 neutral 0,046 | 

2250 83 sauer 0,045 2.7 1.6770 1.2282 
1860 70 ssuer 0,038 

2000 90 neutral 0,040 


Durchschnittswert im Tagesharn 2,58 0,3350 0245+ 


Die Zinksalze aus beiden Versuchsharnen wurden vereinigt und nac! 
ihrer Reinigung zur Analyse verwendet. 

Analyse: 0,1275 g bei 110° C getrocknete Substanz gaben 0,042 g ZnO 

Ber. fiir (C,H,O,),2Zn..... . . 26,76% Zn 
Get. a er a ae 26,45 °,, Zn 

Bestimmung des Kristallwassers: 0,318 g¢ Substanz verloren hb 
Trocknen bei 110°C 0,051 g H,O. 

Ber. fiir (C,H,O,).Zn, 3H,O . . 18,16°, H,O 
ag ot eg 16,35°,, H,O 

Die 3,18°,ige Zinklactatlésung dreht 0,03° im 2-dm-Rohr, w 
zwar bei 20°C und bei homogenem Natriumlicht. 

Aus den oben angefiihrten Ergebnissen geht hervor, daB der durc! 
schnittliche Milchséiuregehalt des eintagigen Kaninchenharns bei gemein 
samer Zufuhr von d, l-Natriumlactat und Cholsaure sich im Vergleic! 
mit dem bei Zufuhr von milchsaurem Natron sehr zu verminder: 
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scieint, und zwar betragt er 0.2107 bis 0,2456 g pro Tag, wahrend er 


bei Zufuhr von Lactat allein 0.3162 bis 0.4033 g zeigt. Danach ist an- 
zunehmen, daB die Cholsaure als eine Kinase fiir die Phosphatese bei 
den oxydativ-synthetischen Vorgangen fungiert, da nach Teraoka' im 
Kaninchenorganismus die Glykogenbildung aus d.|-Milchséure durch 
Cholsaure gefordert wird. 


Zusammenfassung. 


1. Im Kaninchenorganismus wird bei Blausaurevergiftung die 
subeutan eingefiihite r-Milchsaure zum Teil wieder im Harn aus- 
geschieden. 

2. Diese Milchséureausscheidung wird durch die Zufuhr von Chol- 
siure stark herabgesetzt. 

3. Diese Herabsetzung kommt wahrscheinlich durch die Férderung 
der oxydativen Synthese zustande, da auch die Glykogenbildung aus 
Milchsaure durch Cholséure geférdert wird, was bereits von Jeraoka 
nachgewiesen worden ist. 


! M. Teraoka, diese Zeitschr. 249, 95, 1932. 
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Die Léslichkeit der Fettsiuren 
in Galle unter Einwirkung des Lecithins. 


Von 
E. Szérényi. 
(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Basel.) 


(Eingegangen am 3. April 1932.) 


Untersuchungen von Verzdr und von Kuthy! haben die Rolle de: 
gepaarten Gallensaiuren bei der Fettresorption geklart. Die genannten 
Autoren fanden, daB die Fettsiuren mit glykocholsaurem und taurochol- 
saurem Natrium auch bei saurer Reaktion bis herab zu py 6,18 klare, 
stabile Lésungen geben und die Fettséuren in diesen Lésungen zum 
Teil in diffusibler Form vorhanden sind. Nun haben aber Verzdér und 
Kuthy? auch gezeigt, daB viel zu wenig Gallensdure ausgeschieden 
wird, um alle Fettsdure auf diese Weise zu lésen und nehmen deshalb an 
daB die Gallensaiuren, an die Darmwand adsorbiert, ihre Wirkung 
austiben. Demgegeniiber glauben Fiirth und Scholl®, daB tatsachlich 
viel mehr Fett durch die Gallensdure gelést wird, weil in der Galle auch 
Lecithin vorhanden ist und dieses die l6sende Wirkung der Gallensauren 
auf Fettsdéuren vielfach vermehrt. Allerdings zeigten Verzdér und Kuthy 
daB auch ohne Lecithinzusatz aus einer abgebundenen Darmschlinge 
viel mehr Fettsaure resorbiert wird, als in vitro diffusibel wird. Lecithin 
konnte also fiir diesen Effekt nicht verantwortlich sein. Trotzdem schien 
es wichtig, die von Firth und Scholl tiber die Wirkung des Lecithins 
gemachte Angabe weiter zu _ verfolgen. 


Kiner Anregung von Prof. F. Verzar entsprechend, habe ich deshalh 
im folgenden den EinfluB des Lecithins auf das Lésungsvermégen von 


' Verzar u. Kuthy, diese Zeitschr. 205, 369, 1929; 210, 265, 281, 192% 
2 Dieselben, ebendaselbst 230, 451, 1931. 
3 Firth u. Scholl, ebendaselbst 222, 430, 1930. 
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Kk. Szérényi: Léslichkeit der Fettsaéuren in Galle usw. 183 
yasserigen Lésungen der Na-Salze der gepaarten Gallensdiuren gegen- 
ber Olséure und die Diffusion der mit Hilfe von gepaarten Gallensalzen 
ge\Osten Oleinséiure eingehender studiert und auch Diffusionsversuche 
mit in Gallensalzlésung geléstem Lecithin durchgefiihrt. 

Vergleichende Fettsiureléslichkeitsbestimmungen in gepaarten Gallensalz- 
lisungen mit und ohne Lecithinzugabe nach Fiirth und Scholl. 


Die Lésungsversuche wurden durch Fiirth und Scholl folgender- 
maBen durchgefiihrt: 2g Oleinsiure wurden mit l00cem 5° (ig. 
Natrium-Glykocholatlésung 2 Stunden lang geschiittelt. Dann wurde 
das gleiche Volumen gesattigter NaCl-Lésung hinzugefiigt, die un- 
geléste Oleinséureschicht im Scheidetrichter abgetrennt, die wasserige 
Schicht zum Trocknen gebracht, mit Chloroform extrahiert, das Chloro- 
form eingedunstet und der bei 40°C getrocknete Riickstand gewogen. 


Mit dieser Methode haben wir auch einige Lésungsversuche durch- 
gefiihrt. 

1. Je 50cem Pufferlésungen, die 5°, Natriumglykocholat ent- 
hielten, wurden im Schittelapparat mit 2 ccm Oleinsaéure geschiittelt. 
Je 10 cem von diesen Emulsionen wurden in Schiitteltrichter abpipettiert. 
Dann wurden sie mit dem gleichen Volumen gesattigter Na Cl-Lésung 
durchgeschiittelt, 12 Stunden lang stehengelassen, dann die ausgefallte 
Olsiureschicht abgetrennt, die leicht opaleszierende wasserige Schicht 
mit einigen Tropfen konz. HCl angesduert, mit Ather extrahiert und 
der bei 60° C getrocknete Atherriickstand gewogen. Der Atherriickstand 
wog auf 100 ccm berechnet: 


yt . fs mere SO 
EE sss « « + 2. » Se 
+> PH i fT g 


Derselbe Versuch, wiederholt mit 5°, Natriumglykocholat, das 
0,8°%, Lecithin gelést enthielt. (Der Zusatz von Lecithin geschah in 
10°ig. alkoholischer Lésung.) Der Atherriickstand wog auf 100 cem 
berechnet : 


ee ie eee § 
EO eee 
ee ae 


2. Nachdem Fiirth und Scholl nicht mit Ather, sondern mit Chloro- 
form und nicht mit Anséuern extrahiert haben, so habe ich ihren 
Versuch auch genau nach ihrer Methodik nachgemacht, wie folgt: 

Der auf Gewichtskonstanz gebrachte Chloroformriickstand 

auf 100ccm berechnet wog............ . 0,650¢g 
Derselbe Versuch ohne Lecithinzugabe: Chloroformriick- 
stand auf 100ccem berechnet ........... . 0,576¢g 





} 
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Kk. Szérényi: 


Es ist zu bemerken, daB im Extrakt, auBer Oleinsaéure, nov!) 
Lecithin sowie Spuren von Gallenséuren vorhanden waren. Mit diese; 
Methodik lieB sich also keine wesentliche Léslichkeitsférderung du; 
Lecithin nachweisen. 


Diffusionsversuche. 


Es schien méglich, daB Lecithin nur die Dispersitaét bzw. Diffus 
bilitat der in Gallenséure gelésten Fettsaéure férdert. Ich habe desha|} 
Versuche tiber die Diffusion von in Gallensalzlésung geléster Olei: 
siure angestellt, bei Gegenwart und bei Abwesenheit von Lecithi 

Die Oleinsiurebestimmungen wurden nach der folgenden Method 
durchgefiihrt : 

Die Fliissigkeit wurde mit HC! stark angesdéuert, mit Ather au 
geschiittelt und der Atherriickstand bei 80°C (in Gegenwart von Lecithi) 
bei 60° auf Gewichtskonstanz gebracht). Der Riickstand enthielt nehen 
Fettsiuren auch Gallensiuren, die in Abzug gebracht wurden. Die Ik 
stimmung der Gallensiuren geschah auf folgende Weise: Um die gepaart: 
Gallensiure zu hydrolysieren, wurde der Atherriickstand mit 20°,, NaQu 
am RickfluBkiihler '/, Stunde gekocht. mit Eisessig neutralisiert, aut 
gefiillt (in den meisten Fallen auf 10 cem) und bei jeder Bestimmung zwei 
bis drei parallele Aminostickstoffbestimmungen mittels des van Slykeschen 
Apparates durchgefiihrt. Die aus dem gefundenen Aminostickstoff 1 
rechnete Glykocholsiure wurde vom Gewicht des Atherriickstandes a} 
gezogen. Die Differenz ergab den Wert der Oleinsaure. 

Bei der Berechnung der Oleinséiure in Gegenwart von Lecithin mut: 
vom Atherextrakt die Gallensiure sowie das Lecithin abgezogen werden 
Auch hier wurde deshalb im Atherextrakt der Aminostickstoff nac} 
van Slyke bestimmt. Davon gehért aber ein Teil zum Lecithin, das infoly: 
Kephalinverunreinigung Colamin enthalt'. Ich fand in 1000 mg mit 20 
NaOH hydrolysiertem Lecithin (Kahlbaum) 3,81 mg Aminostickstoft 
Die diesem Aminostickstoff entsprechende N-Menge wurde von dem nac! 
van Slyke bestimmten N abgezogen und nur der Rest auf Glykocholsaur 
wngerechnet. Eine weitere Korrektion wird durch die Hydrolyse des 
Lecithins nétig, auf die im nachsten Abschnitt eingegangen wird. 

Die Diffusionsversuche wurden folgendermaBen durchgefiihrt 
50 ccm Pufferlésung, die 5°,, Natriumglykocholat bzw. 5°, Natrium- 
glykocholat und 0,8°, Lecithin (Kahlbaum) enthielt, wurde im Schiitte! 
apparat 2 Stunden lang mit 2 ccm Oleinsaure geschiittelt. Je 30 ccm 
ven diesen feinen Emulsionen wurden in Diffusionshiilsen (Schleicher w 
Schill Nr. 579) abpipettiert. Die auBeren Fliissigkeiten bestanden aus 
35 cem derselben Fliissigkeit wie innen, jedoch ohne Oleinséure. Die 
Diffusion wurde in einem aut 38°C regulierten Thermostaten durc! 
gefiihrt; ihre Dauer war 24 Stunden. 


Die Werte der diftundierten Oleinsiure sind in der folgenden 
Tabelle zusammengestellt. 
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Diffusionsversuche. 













Ohne Lecithinzugabe In Gegenwart von 0,8' Lecithin 
z & = 2 x 4< eS Diffundierte perenctente 
= £5 nS -5 Es Oleinsaure, ‘einsaure, 
< KS = ue | 352 wenn wenn 
$ == Diffundierte wF& f= TES das ganze nur der 
Nr. PH | 3 se Oleinsiure | © ¥ =a eS Lecithin Fettsiiure- 
= =s Ps =z¢ Eee in Abzug gehalt des 
< By, os -b BEM gebracht Lecithins 
Ps sa T= Se | oe wird in Abzug ge- 
A > >” as bracht wird 
£ g - "lo Y ~ 7 £ "i ~ 


| 7,98 0,301 0,082 | 0,219 0,63 0,429 0,072! 0,280) 0,077 0,22 0.161 0.46 
647 0,317 0,142 0.175 0,50 0,386 0,112 0,280) 0.004 | 0,01 0,088 0,25 
3 529 0,257 0,096 0,161 0.46 0,364 0,074 0280 0,010 | 0,03) 0,094 0.27 


bo 


Nachdem sich herausgestellt hat, daB das Lecithin hydrolysiert, 
habe ich in der Endrubrik berechnet, wie die Werte ausfallen, wenn ich 
nicht Lecithin, sondern nur dessen Fettséurekomponente in Abzug 
bringe. Zur Berechnung wahlte ich das Dioleinlecithin, das, bei einem 
Molekiilgewicht von 804 g, 564g Oleinséure enthalt. Es entsprechen 
so den 280 mg Lecithin, die sich in 35 ccm der auBeren Fliissigkeit 
betinden, 196 mg Oleinséure, die bei dem AusschiittelIn in den Ather 
iibergehen und bei der Berechnung der diffusiblen Oleinséure in Abzug 
eebracht werden miissen. 


Diffusionsversuche mit in Galle gelister Oleinsiure. 
Methodik. 


300 cem steril autgefangene Ochsengalle wurde mit 15 cem Olein- 
siure gut durchgeschiittelt. Je 50 ccm von dieser feinen Emulsion 
wurden in Diftusionshiilsen (Schleicher-Schiill Nr. 579) abpipettiert. 
Die auBeren Fliissigkeiten bestehen aus 50 cem derselben Galle ohne 
Oleinsaéure. 


Um Faulnis der Galle zu verhindern, wurden die verwendeten Glas - 
waren sterilisiert, auBerdem wurden bei den bei 40°C durchgefiihrten 
Diffusionsversuchen 4 Tropfen Toluol zu jedem Glase zugefiigt. Das 
Niveau der auBeren und inneren Fliissigkeit war dasselbe. Die Diffusions- 
dauer betrug 24 Stunden. 

Die in die déuBere Fliissigkeit hineindiffundierte Oleinséure wurde 
folgendermaBen bestimmt: Die Fliissigkeit wurde mit HCl stark an 
gesauert, mit Ather im Schiitteltrichter viermal ausgeschiittelt und der 
\therriickstand bei 80°C auf Gewichtskonstanz gebracht. Gleichzeitig 
wurde auf die gleiche Weise ein anderer Teil derselben Galle, zu der keine 
Oleinsiure zugegeben war, verarbeitet. 


Der so gewonnene Atherriickstand wurde als Blindwert in Abzug 
gebracht. Der aus 100 cem Galle gewonnene Blindwert betrug 0.360 ¢. 








Kk. Szorényi: 


Versuch 1 und 2 sind bei 40°C, Versuch 3 bei Zimmertemperat\; 
durchgefiihrt. 
Die Resultate sind in der folgenden Tabelle zusammengeste]|t 





Gewicht des Atherextraktes Diffundierte Oleinsiure 
Versuch der fuferen Flissigkeit 
auf 100cem umgerechnet g 


I 0,660 0,309 0,30 
ll 0.623 0,263 0.26 
Ill 0,387 0,027 0.03 


In der verwendeten Galle wurde auch der Gehalt an Salzen der 
paarten Gallenséuren bestimmt. Dies geschah auf folgende Weise: () 
die gepaarten Gallensaéuren zu hydrolysieren, wurde die Galle mit 20 
NaOH am RiickfluBkiihler gekocht, dann der Aminostickstoffgehalt 
mittels des van Slykeschen Apparates bestimmt. 
In 100cem Galle fand ich 110,83 mg Aminostickstoff, das entspricht 
3.86 g Natriumglykocholat bzw. 4,25 g Natriumtaurocholat. © Demnach dure’ 
betrug der Gallensalzgehalt der verwendeten Galle rund 4°, (vorausgesetzt, koch 
daB es in der Galle keine anderen Aminostickstoff enthaltenden Substanze: Lésu 
gibt). , 
mit 
Laut Tabelle auf S. 185 diffundiert aus einer 5°, ig. Gallensaure- einer 
lisung etwa 0,5°, Oleinséure. Aus in unbehandelter Galle geléster wir & 
Fettsaure diffundiert also auch nicht mehr. Die Annahme, daB in det habe 
intakten Galle giinstigere Lésungsverhaltnisse fiir Fettsiuren herrschen orhal 
als in Gallenséurelésungen, konnte auch hier nicht nachgewiesen werden 


- » eahs bis z 
Diffusionsversuche mit in Natriumglykocholat geléstem Lecithin. ‘ 


Fiirth und Scholl haben nachgewiesen, daB das Lecithin durch 
Zugabe von Salzen der gepaarten Gallensduren wasserléslich wird 
Sie fanden, daB durch Zugabe von 15 cem 1°, ig. Natriumglykocholat 
lésung 100 cem einer 1°,ig., schwach alkalisierten Lecithinemulsion Die ] 


diese 
losur 
auBe: 


in Lésung gebracht wird. Die |] 
Es schien mir interessant, zu untersuchen, ob das auf diese Weise 
mit Hilfe der Gallensalze geléste Lecithin in diffusibler Form vor 
handen ist. 
Ich habe deshalb Diffusionsversuche auf folgende Weise gemacht 
In die Diffusionshiilse (Schleicher u. Schill Nr. 579) kamen je 50 ccm 
Pufferlésungen mit verschiedenem py, die 1°, Natriumglykocholat 
und 0,5°, Lecithin enthielten. Die auBeren Fliissigkeiten bestanden 
aus 50 cem derselben Lésungen, ohne Lecithin. Das geléste Lecithi 
wurde folgendermaBen extrahiert: die Fliissigkeit wurde in einen in we 
Schiitteltrichter gebracht, mit einigen Tropfen konz. HCl] angesauert 
und mit Ather ausgeschiittelt. Die ganze Prozedur dauert nur einig' 
Minuten, da nach dem Ausschiitteln eine sofortige Trennung auftritt 


kame 





Loslichkeit der Fettsauren in Galle usw. LS7 


(m die von der Pufferlésung in den Ather iibergegangenen Phosphat- 
spuren zu entfernen, habe ich den Ather nach der Extraktion zweimal 
mit destilliertem Wasser gewaschen. Das Waschwasser wurde mit 
HCl angeséuert, um eine sofortige Trennung zu erreichen. 

Zur Phosphorbestimmung habe ich die Newnannsche Methode in der 
Modifizierung von Kleinmann' gewahlit, mit der ich auf 0,1 mg Phosphor 
genaue Werte erhalten habe. Mit dieser Methodik fand ich in 100 mg 
Lecithin, das in einer Natriumglykocholat-Pufferlésung gelést war, 3,7 mg. 
bei einer anderen Bestimmung 3,8 mg Phosphor; diese Werte stimmen 
vollkommen iiberein mit dem Phosphorgehalt des Lecithinpraparates 
Lecithin puriss. ex. ovo Merck), das, mit derselben Methode bestimmt, 
3.8°,, Phopshor enthielt. 

Nach 24stiindiger Diffusion in einem auf 38° C regulierten Thermo- 
staten kamen wir auf das Resultat, daB die duBere Fliissigkeit gar keinen, 
die innere nur sehr wenig Lecithin enthielt. 

Man kann an eine bakterielle Spaltung denken. Die Fliissigkeit 
durch Aufkochen zu sterilisieren, geht nicht an, da durch das Auf- 
kochen das Lecithin vollstindig gespalten wird. Nun habe ich die 
Lisungen so hergestellt, daB ich simtliche Glaswaren und Lésungen 
mit Ausnahme des Lecithins sterilisiert habe. Das Lecithin wurde aus 
einer 10°, igen alkoholischen Lésung zugetiigt. Diese Lésungen haben 
wir zum Teil bei 40°, zum Teil bei 10° C stehengelassen. Im ersten Falle 
habe ich die Halfte, im zweiten etwa zwei Drittel des Lecithins zuriick- 
erhalten. 

Diese Versuche beweisen, daB die Spaltung des Lecithins wenigstens 
bis zu einem gewissen Grade einen bakteriellen Ursprung gehabt hat. 

Die folgenden zwei Diffusionsversuche habe ich nun steril auf 
diese Weise durchgefiihrt. In die Diffusionshiilse kamen 50 ccm Puffer- 
losung, die 1°,, Natriumglykocholat und 0,5°,, Lecithin enthielt. Die 
iuBere Fliissigkeit bestand aus 50 cem derselben Lésung ohne Lecithin. 
Die Diffusion wurde bei 10° C durchgefiihrt, ihre Dauer war 24 Stunden. 
Die Resultate sind in der folgenden Tabelle zusammengestellt : 





Menge 


Lecithingehalt der inneren 
f des aufgespaltenen Lecithins 


Diffundiertes — Pjiissigkeit ni , 
— issigkeit nach dem Versuch 
PH Lecithin 8 


mg mg 


7,38 95 155 62 
5.91 87 163 65 


Die Richtigkeit der Phosphatbestimmungen zeigt der folgende Versuch, 
in welchem das Gesamtphosphat bestimmt wurde: In eine Diffusionshiilse 
kamen 50 ccm destilliertes Wasser, das 0,500 g¢ Natriumglykocholat und 


' Kleinmann, diese Zeitschr. 99. 95, 1919. 
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0,250 g Lecithin gelést enthielt. Nach der Atherextraktion wurde sow 
die auBere wie die innere F liissigkeit eingedampft und darin auch Phosph 
bestimmungen durchgefiihrt. Nach 24stiindiger Diffusion bei 10° C fand ix 

Im Atherextrakt der inneren Fliissigkeit . . . . . . 4.3mg P 

Im Atherextrakt der auBeren Fliissigkeit 

Im Riiekstand der inneren Fliissigkeit . . . .. . . 3.7 .. P 

Im Riickstand der &uBeren Fliissigkeit. . . . . . . 17 =. P 

.7mg P 

Es waren also vom Lecithin anfanglich vorhanden 250 mg, am Eni 
des Versuchs 113 mg. Dieses war also zu 55”, hydrolysiert. 

Eine Lecithindiffusion war also auch hier nicht nachweisbar, nur 
die bereits abgespaltene Phosphorsiurekomponente des _ Lecithins 
diffundierte in die auBere Fliissigkeit hinein. Sie betrug 17,5°, des 
Gesamt phosphors. 


Die drei letzten Versuche beweisen, daB das in 1°,ig. Gallensa|z- 
lésung geléste Lecithin nicht in diffusibler Form vorhanden ist. 


Zusammenfassung. 


. 


1. Lecithin hat keinen EinfluB auf die Léslichkeit der Oleinsiaure 
jn Lésungen der gepaarten Gallensalze. 

2. Die Diffusion der in Gallensalzlésungen gelésten Oleinsaure 
verlauft in Gegenwart von 0,8 °,, Lecithin nicht anders als ohne Lecithin- 
zugabe. 

3. Das in 1°, ig. Gallensalzlésung geloste Lecithin ist nicht diffusibel 

Diese Untersuchungen sind mit Unterstiitzung der Poche-Stiftung 
ausgefiihrt, der ich meinen ergebensten Dank ausdriicke. 
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Zur Frage des Einflusses des Lecithins 
auf die Léslichkeit der Olsiure in Gallensiurelésungen. 


Von 
Alexander Miiller. 


\us der zweiten Abteilung des Ungarischen Biologischen Forschungs- 
instituts, Tihany.) 


? 


(Eingegangen am 3. April 1932.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Die Untersuchung der Rolle der Gallensaéuren bei der Fettresorption 
fiihrte in dem letzten Jahrzehnt zu der Auffassung, daB die Gallen- 
siuren mit den Fettséuren wasserlésliche, diffusible Molekiilverbindungen 
geben'. Die Fettresorption konnte aber dadurch nicht restlos geklart 
werden, da die Uberschlagsberechnungen ergaben, daB die taglich 
resorbierte Fettmenge bedeutend gréBer ist, als jene Mengen, die von 
den produzierten Gallensiuren in Lésung gebracht werden kénnten 
Verzdr und Kuthy® fanden, daB in vitro die fiinffache Menge an Gallen- 
siure nétig ist, um die Olsaure diffusibel zu machen, beim Menschen 
also bei 50 g taglicher Fettzufuhr 250 g¢ Gallenséure nétig waren, gegen- 
iiber den tatsachlich produzierten 30g. Versuche an sorgfiltig aus- 
gewaschenen Darmschlingen ergaben jedoch, daB hier die Fettsdure 
schon von der Hilfte oder einem Drittel der Gallensiure zur Resorption 
gebracht wird, mithin also in der Fettresorption noch weitere, bisher 
nicht in Betracht gezogene Faktoren mitwirken. Es wurde deshalb 
die Annahme gemacht, daB dieselbe Gallensiuremenge mehreremals 
hintereinander Verwendung tinden kénnte. — Eine andere Erklaérung 
gaben dagegen Fiirth und Scholl*. Sie glauben, daB die Gallensauren 
hei Gegenwart von Lecithin bedeutend gréBere Mengen Olsiure lésen 
als fiir sich allein, und daB das gesteigerte Lésungsvermégen des 
Darmes durch den Lecithingehalt der Galle seine Erklarung findet, 
weil dadurch viel mehr Fett resorbiert wird, als aus dem Lésungs- 
vermégen der Gallenséuren allein zu erwarten wire. 


' Wieland, Sorge, Zeitschr. f. physiol. Chem. 97, 1, 1916; Verzdér und 
Kithy, diese Zeitschr. 205, 369, 1929; 210, 265, 281, 1929. 

2 Dieselben, ebendaselbst 225, 267, 1931; 230, 451, 1931. 

® Firth, Scholl, ebendaselbst 222, 430, 1930. 
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Sie fiihren folgende Versuche an: (S. 445) Versuch ¢ 1: ..100 cem Rind 
galle wurden 2 Stunden lang mit 6g reiner Olsaéure geschiittelt, die s 
derart zu einer gleichmaBigen Emulsion verteilte. Es wurde sodann 
kleinen, Portionen weiter Galle zugefiigt, bis véllige Klarung der Emulsi 
erfolgt war. Das war nach Zusatz von 150 ccm Galle der Fall. 250 « 
Galle vermochten mithin 6g Olséure zu lésen oder 100cem Galle 2.4 
Olséure**. Wird die Galle von ihrem Mucingehalt befreit, so andert si 
das Lésungsvermégen fiir Olsaure nicht. Es hei®Bt weiterhin (S. 446) | 
such ce 2: ,,... Die von Mucin befreite Galle wurde nunmehr durch dr: 
maliges Ausschiitteln mit Ather auch von fettigen Substanzen _ befrs 
Schiittelungsversuche einerseits mit 6g Olsdure... ergaben nunmelr, Chlo 
daB die mucin- und fettfreie Galle in 100 ccm Galle nur 0,25 g Olsaure wont 
aufgenommen hatte’. 96 
Um iiber die Rolle des Lecithins naher unterrichtet zu sein, fiihrten schu 
Firth und Scholl auch Modellversuche mit 5°,ig. Natriumglykocholat Olsai 
lédsungen aus. (S. 445) Versuch b 3: ..2g¢ Olsaure wurden mit 100 cem 5° ig Lust 
Natriumglykocholats (ohne Lecithinzusatz) 2 Stunden lang geschiittelt ind 
Dann wurde das gleiche Volumen gesattigter Kochsalzlésung hinzugefiigt, sich, 
die ungeléste Olséureschicht im Scheidetrichter abgetrennt, die wiaisserige 
Schicht zur Trockne gebracht, mit Chloroform extrahiert usw. (in einer Be 
Wageglaschen eingedunstet und der bei 40° getrocknete Riickstand gewogen 
Diesmal war nur eine sehr geringe Menge Olsaéure in Lésung gegangen 
0,12 g Olséure’*. Versuch b 4: .,Derselbe Versuch wiederholt, mit 5° ig chole 
Glykocholat, das 0,8°,, Lecithin gelést enthielt. Nunmehr war die geléste Weis 
Olsdure iiberraschend groB: 4,5 g Olsaiure in 100 cem 5°,ig. Glykocholat und 
losung...** 4 
satt 
Angesichts der groBen Tragweite, die eine solche Léslichkeits- Die 
steigerung durch Lecithin fiir den ganzen Fragenkomplex besitzt, Zeit. 
wurden ahnliche Versuche von EF. Szérényi! ausgefiihrt, der diese lafiiy 
Léslichkeitssteigerung jedoch nicht bestatigen konnte. zeitli 
Einer Aufforderung von Professor F. Verzar nachkommend, wurde 
die Frage nach dem Verhalten des Lecithins bei der Auflésung der 
Olsiure durch Gallensiure auch von mir untersucht, um médglichst 
5 gesch 
eine Erklarung fiir die verschiedenen Befur mu suchen. same 


Wasse 


ind 


25.0 ¢ 


Beschreibung der Versuche. SUES 


Es wurde untersucht, ob die Léslichkeit von Olsaure in Gallen- Millig 
siuresalz-Lésungen durch Lecithin gesteigert wird. Dazu wiederholte 
ich die Versuche von Firth und Scholl mit gleicher und mit ab 


geanderter Methodik. 


Methodik. 
» 


Reagenzien und Lésungen. 1. Olséure reinst Merck; 2. m/15 Phosphat 
puffer auf pu 6,75 bzw. 7,75 eingestellt. Es wurden, um Komplikatione: 
durch Veraénderung der Wasserstoffionenkonzentration zu vermeiden, 


! Szdrényi, diese Zeitschr. 249, 182, 1932. 
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rall gepufferte Lésungen verwendet; 3. glykocholsaures Natrium Merck, 
1.0 ¢g zu 100,0 cem in Phosphatpuffer gelést; 4. Lecithin, aus Eiern reinst 
Verck. 1,6g in Phosphatpuffer durch Schiitteln bei Zimmertemperatur zu 
einer triiben, filtrierbaren, wochenlang unverindert haltbaren Emulsion 
vebracht, wird auf 100,0cem aufgefiillt. (Bei Zusatz der gleichen Menge 
er obigen Natriumglykocholatlésung klarte sich die Emulsion restlos auf.) 


Bestimmung der Olsdure. Die herausgenommenen, Olsiure enthaltenden 
’roben wurden in einem Scheidetrichter, falls sie noch kein Kochsalz ent - 
hielten, mit dem gleichen Volumen gesattigter Kochsalzlésung vermischt 


und zweimal mit je 30cem Chloroform ausgeschiittelt. Die abgelassenen 
Chloroformlésungen wurden mit titrierter, chloroformischer Bromlésung 
versetzt, nach 30 Sekunden etwa 0,5 g Kaliumjodid in 20 bis 30 com Wasser 
sugefiigt, mit 10cem 20°,ig. Schwefelsiure angesiuert und das _ iiber- 
schiissige Brom mit n/50 Thiosulfat zuriicktitriert. Blindversuche ohne 
Olsaure ergaben keinen Bromverbrauch. Werden die Proben mit Chloroform 
ausgezogen und wie bei Furth und Scholl der Trockenriickstand getrocknet 
ind gewogen, nachher in Chloroform wieder gelést und titriert, so ergibt 
sich, daB solche Trockenriickstaénde 60 bis 80”,, Olséure enthalten. 


Bestimmung der Olsdéure bei Verwendung von gesdttigter Kochsalzlésung. 

Wird die Untersuchung der Olsiureléslichkeit in Natriumglyko- 
cholatlésungen in der von Firth und Scholl bei Versuch b3 angegebenen 
Weise ausgefiihrt, d.h. nach Schiitteln des Gemisches mit Olsaure 
und Abtrennung der Olsaure durch Zusatz des gleichen Volumens ge- 
sittigter _Kochsalzlésung, so wird die Olsdure quantitativ ausgesalzen. 
Die ausgeschiedene Olsiuremenge ist natiirlich auch eine Funktion der 
Zeit. Lecithinzusatz andert an dem Endergebnis nichts. Zum Beweis 
dafiir, daB es sich hier nicht um stabile Lésungen handelt, wurde der 
zeitliche Verlauf des Aussalzens verfolgt. 

25.0cem Natriumglykocholatlésung (10°,ig, in eingestelltem Puffer) 
ind 25,0 cem Lecithinemulsion (1,6°,ig, in eingestelltem Puffer), bzw. 
25,0cem eingestellte Pufferldsung werden mit 2,00 cem Olsaure | Stunde 
veschiittelt und die erhaltene Emulsion mit 50.0 cem gesattigter Kochsalz 
jsung versetzt. Die Olséure scheidet an der Oberfliche ab, und aus der 
wisserigen Schicht wurden Proben genommen und auf verbleibende O01 
siure untersucht. 


Milligramm Olséure in 100 cem der Lésung nach erfolgtem Schiitteln nach 
Stunden: 


Versuche bei px 6,75. 








Std. Ohne Lecithin Mit Lecithin 
0,5 104,8 142.0 145.1 103,6 105.4 
1 61,2 61,7 71,2 ; 54,8 54,8 
2 22.8 26,7 25,3 46% 42.7 44.2 
4 8,7 12,2 12,2 32,7 31.3 31.3 
Ss 6,7 8,0 8,0 16,1 11.5 12,9 
12 4,2 5.1 5.4 5.0 2.6 4,1 
24 0,0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 











A. Miiller: 


Versuc.s bei py 7,75. 





Obne Lecithin Mit Lecithin 


108,2 57, 89,5 
48.3 51, . 48,1 
30,0 32,3 
24,5 3, 22, 23,9 
17,9 17,0 
11,4 9,4 

3,5 4,1 





nH675—-— mit Lecithin 


Abb. 1 


Abb. 1 gibt Beispiele von solchen Versuchen. 


Die ermittelten Kurven lassen klar erkennen, daB die Ausscheidung 
quantitativ ist, mithin bei dieser Methode iiberhaupt keine Olsaur 
in der Lésung bleiben kann. Der Versuch b4 von Fiirth und Scholl 
in welchem 4,5°%ige Olsiurelésung entstand, konnte von mir unte! 
diesen Versuchsbedingungen nicht reproduziert werden. Es ist ferne: 
ersichtlich, daB das Aussalzen bei px 6,75 zeitlich etwas rascher als bei 
pu 7,75 verlauft. 


Weglassen der Behandlung mit Kochsalz. 


Wird nun aber nach der Methodik von Fiirth und Scholl in den 
Versuchen c 1 und ec 2 gearbeitet, also die erhaltenen Emulsionen nac/: 
dem Schiitteln nicht mit Kochsalz behandelt, so lassen sich die von 
Firth und Scholl angegebenen hohen Lésungswerte erreichen. 





auft 
gesa 
Tri 
Losi 


3 QO 


sind 
Wal 
steig 


also 


daB 
wure 


auch 


diese: 
Beso 
Zusat 
I 
Lésur 
fliissig 
Nach 

auch 


Bio 





— im Op =) 


dung 
sAure 
choll 

inter 
prnel 


s bei 


den 
nach 


von 


EinfluB des Lecithins auf die Léslichkeit der Olséure usw. 193 


Zu diesen Versuchen wurden 25,0 cem 10° ,ig. Natriumglykocholat- 
ing mit 25,0 cem 1,6 °,ig. Lecithinemulsion oder 25,0 cem Puffer versetzt 
und mit 2,00cem Olséiure 1 Stunde lang geschiittelt und die erhaltene 
Emulsion 24 Stunden stehengelassen. Der UberschuB an Olsaure scheidet sich 
an der Oberflache aus, die untenstehende F liissigkeit ist etwas gefarbt und 
meistens triibe. Von 20,0 cem dieser Lésung wurde die Olsiure bestimmt. 


Sie enthalten 2,5 bis 2,8 °,, Olsiure, werden aber erst nach 48 Stunden stabil. 


Herr Professor Fiirth hatte die Freundlichkeit, uns brieflich darauf 
aufmerksam zu machen, daB auf Zusatz von wenig Kochsalz (5 ccm 
gesittigte Kochsalzlésung auf 100 ccm der Glykocholatlésung) die 
Triibung vollkommen beseitigt wird. Solche triibe, noch instabile 
Losungen, die durch Kochsalzzusatz geklart werden, kénnen sogar 
3.89, Olsiure enthalten. 

Stellt man die Lésungen mit Zusatz von 0,8°, Lecithin her, so 
sind die nach dem Schiitteln erhaltenen Emulsionen etwas klarer. 
Wihrend man ohne Lecithin 2,5°, Olsdure in der Lésung findet, 
steigt dieser Wert mit Lecithin auf 2,6 bis 3,3°,,. Die Léslichkeit scheint 
also etwas, aber nicht wesentlich, gesteigert zu sein. 

Die folgende Tabelle zeigt die Ergebnisse, aus welchen hervorgeht, 
daB die Lésungen, die also nicht mit gesattigter Kochsalzlésung versetzt 
wurden, ziemlich hohe Olsauremengen enthalten, aber sowohl mit als 
auch ohne Lecithin. 


Die Lésungen enthalten Prozent Olsaure. 





— TEER Ohne eae Mit 

Nach || Versuch joecithin- | VeTS¥h  ecithin- 

Std. Nr. zusalZ Nr. zusatz 
Gescbiittelt mit 2,00 cem Olsaure 24 1 2.03 4 2.61 

24 2 2,52 5 2.86 
Geschittelt mit 6,00 cem Olsiure 24 — — 6 2,84 

24 3 3,80 7 3,32 

48 3 2.56 

72 8 2,58 


Diffusionsversuche. 


Es ergab sich nun die Frage, ob die Glykocholatlésungen mit 
diesem hohen Olsauregehalt die Olsdure in diffusibler Form enthalten ? 
Besonders wichtig war dies fiir jene optisch klaren Lésungen, die durch 
Zusatz von kleiner Menge Kochsalz zu erhalten sind. 

Es wird die von der ausgeschiedenen Olséiure abgetrennte  triibe 
Lésung (30 cem) in Schleicher-Schiill-Hiilsen Nr. 579 gebracht. Als AuBen- 
fliissigkeit dient eine gleich zusammengesetzte, 6lsiurefreie L6sung (30 ccm). 
Nach 24 bzw 48 oder 72 Stunden wurde in 10,0 ccm sowohl der inneren wie 
auch der a&uBeren Fliissigkeit der Gehalt an Olsiure bestimmt. 
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Olsi#ure 
ohne Lecithinzusatz mit Lecithinzusatz 


innen auben innen auber 


Anfangs . ihe al A 2,56 2,84 

Nach 24 Stunden. . . 2,22 0.33 2.58 0.34 

Nach 48 Stunden . 2,16 0,28 2.61 0,30 
In weiteren Versuchen wurde durch Zugabe von wenig Kochsalz 

triibe Lésung vollstandig geklart und diese in die Diffusionshiilsen gebra 

Die AuBenfliissigkeit wurde ebenfalls mit der gleichen Menge Koch 

versetzt. Der Versuch gibt folgendes Ergebnis: 





ohne Lecithinzusatz mit Lecithinzusat; 


innen aufen innen auf 


(nfangs . " rer a ‘ 2.56 
Nach 24 Stunden. . . 2,3 027 2.46 
Nach 48 Stunden. . . so 0.30 2.40 


Nach 72 Stunden. . . 2,28 0,26 


Der Zusatz von Kochsalz klart also zwar die Lésungen, gibt abe 
beziiglich der diffusiblen Menge der Olsdiure keine Differenzen. Es ge) 
ferner klar aus diesen Versuchen hervor, daB das Lecithin ebenfalls 
keinen EinfluB auf die Diffusibilitat der Olsfure ausiibt. Es sind v: 


der 2,5- bis 2,8°,ig. gelésten Saure nur 0,52 bis 0,66°, diffusibel. bs 
scheint also, daB das Lecithin zwar den Dispersitaétsgrad, aber nicht 
die Diffusibilitat beeinfluBt. 


Diskussion und Zusammenfassung. 

Es wurde untersucht, ob Lecithin die Léslichkeit von Olsaure 
Gallensdurelésungen beeintluBt. Die beim Schiitteln der Gallensiur 
losungen mit Olsdure erhaltene Emulsion darf mit gesattigter Kochsa! 
lésung nicht behandelt werden, da dadurch die geléste Olsaure aus 
gesalzen wird. Ohne gesittigte Kochsalzlésung anzuwenden, erhalt 
man 2- bis 3°. ige Olsiurelésungen, die von der ungelésten Olsaur 
durch langeres Stehen getrennt werden kénnen. Mit Lecithin sind dir 
so erhaltenen Lésungen etwas klarer, besonders nach Zusatz von wen 
Kochsalz (Firth). Soleche Lésungen enthalten nur 0,5 bis 0,6°,, diffusible 
Olsiure, wobei die Gegenwart des Lecithins die Werte unverander' 
laBt. Diese Mengen sind in derselben GréBenordnung, wie sie vo! 
Verzar und Kuthy fiir erheblich verdiinntere Gallensaure-Olsaurelésunge! 
gefunden wurde (0,5°,). 

Das Lecithin kann also, vom rein physikalisch-chemischen Stat 
punkte aus betrachtet, nicht erklaren, warum im Darm die Galle: 
sauren mehr Fettsaéure in Lésung bringen als in vitro. 
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Bemerkung zu der Arbeit von I. Banga und A. Szent-Gydrgyi: 
i ber Co-Fermente, Wasserstoffdonatoren und Arsenvergiftung 
der Zellatmung?. 


Von 
Hans Handoysky. 


(Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitat (6ttingen.) 


»” 


(Eingegangen am 7. April 1932.) 


Die Autoren schreiben (S. 211): .,.Hierdurch wird auch die von einem 
von uns? vor langerer Zeit ausgesprochene und von Handovsky® bestrittene 
\nsicht endgiiltig bewiesen, daB die Oxydation der Milchséure im Muskel- 
gewebe an die Gegenwart eines Co-Ferments gebunden ist.** 

Diese Darstellung ist irrig und veranlaBt mich zu folgender Bemerkung: 
Ich habe* nachgewiesen, daB die von Szent-Gyérgyi in der zitierten Arbeit * 
verwendete Methode, den Muskel mit Glaspulver zu zerkieinern, zu falschen 
Resultaten AnlaB geben muB, ferner daB Zusatz von Eiswasserextrakten 
von Skelettmuskeln nicht, wie dies Szent-Gydrgyi behauptet hat, eine Oxy- 
dation von Milchséure durch diese Muskeln zu beschleunigen vermag, 
schlieBlich, daB ein Phenol als Co-Ferment. wie dies Szent-G yérqyi behauptet 
hat*®, nicht in Frage kommen diirfte. Mit dem System Herzmuskel +- Herz- 

uskelkochsaft + Milchséure habe ich mich nie beschaftigt. mich auch in 
dieser Arbeit® nirgends zur prinzipiellen Frage der Milchsaéureoxydation 
geauBert. 


| Diese Zeitschr. 246, 211, 1932. 
2 A. Szent-Gyorgyi, ebendaselbst 157, 50, 1925 
3 Handovsky, Biochem. J. 20, 1114. 1926. 











‘ber das Vorkommen yon Wuchsstoff bei Boletus edulis. 
Von 
Niels Nielsen. 
(Aus dem Carlsberg Laboratorium, Kopenhagen.) 


(Eingegangen am 10. April 1932.) 


In der letzten Zeit ist die Bildung von Wuchsstoffen, die das 
Wachstum der Avena-Coleoptile beeinflussen, bei einer Reihe von 
Mikroorganismen, sowohl Bakterien wie Pilzen, nachgewiesen worden 
wenn die betreffenden Organismen unter bestimmten Bedingungen 
geziichtet werden. Dagegen wurde das Auftreten solcher Wuchsstoffe 


in héheren Pilzen noch nicht untersucht. Da es sich bei diesen Pilzen 
um schnellwiichsige Organismen handelt und das Vorkommen von 
Wuchsstoffen bei solchen nicht unwahrscheinlich schien, habe ich div 
Frage einer einleitenden Bearbeitung unterzogen. 

Auf Grund der ungiinstigen Jahreszeit war die Beschaffung frischen 
Materials schwierig, und ich habe mich daher auf die Untersuchung 
getrockneter Pilze beschrankt. Diese aus Italien stammenden Pilze 
erwiesen sich bei der Bestimmung, die Prof. Dr. 0. Winge vorzunehmen 
so liebenswiirdig war, simtlich als Exemplare von Boletus edulis. 

10 g des getrockneten Pilzes (92°, Trockensubstanz) wurden mit 
100 cem destillierten Wassers aufgekocht, das Wasser abfiltriert und 
der Riickstand nochmals mit 100 cem Wasser extrahiert. Die Extrakte 
wurden vereinigt und ihre Wirkung auf Avena-Coleoptilen gepriift 
Die hierzu dienende Methodik ist friiher beschrieben worden!. Wie 
aus Tabelle I hervorgeht, war die vom Extrakt verursachte Wirkung 
sehr deutlich, d.h. der Extrakt enthielt betrachtliche Mengen von 
Wuchsstoff. 

Hierauf wurde untersucht, ob der in Boletus vorkommende Wuchis 
stoff dieselben chemischen Eigenschaften zeigt, wie der von Rhizopus 
suinus gebildete. 

Eine Probe des Extraktes wurde mit 10 Teilen 96°,igen Alkohols 
gefallt und hierauf filtriert. Der Niederschlag wurde in Wasser gelést 
diese Lésung, wie auch das Filtrat, auf dem Wasserbad bis zur Ent- 


1 N. Nielsen, Jahrb. f. wiss. Bot. 72, 1930. 
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fernung des Alkohols erwirmt und hierauf zum urspriinglichen Volumen 
mit Wasser verdiinnt. Filtrat und Lésung des Niederschlags wurden 
sodann mit Avena-Coleoptilen gepriift. Das Resultat zeigt Tabelle I: 
es geht daraus hervor, da8 sich aller wirksame Stoff im Filtrat findet. 
Der von Boletus gebildete Wuchsstoff gleicht also dem von Rhizopus 
suinus darin, daB er in 87%, igem Alkohol léslich ist. 

Kin Teil der durch Alkoholfallung gereinigten Wuchsstofflésung 
wurde sodann dreimal mit Ather ausgeschiittelt. Die wasserige sowohl 
wie die Atherschicht wurden auf dem Wasserbad bis zur vélligen Ent- 
fernung des Athers erwirmt, mit Wasser zum urspriinglichen Volumen 
verdiinnt und beide Lésungen mit Avena-Coleoptilen geprift. Aus 
dem Versuch geht hervor, daB der Wuchsstoff sich aus wiasseriger 
Losung mit Ather ausschiitteln laBt. 

Hierauf wurde die Temperaturbestandigkeit des Wuchsstoffes 
erprobt. Ein Teil der durch Alkoholfillung gereinigten Wuchsstoff- 
losung wurde zu diesem Zwecke 10 Minuten auf 120° erwairmt und 
danach der Wuchsstoffgehalt der Lésung untersucht. Da die Starke 
der hierbei beobachteten Reaktion unveraindert war, kann die Substanz 
als thermostabil angesehen werden. 

Endlich wurde die Substanz auf ihre Resistenz gegen Sauerstoff 
geprift. 25 cem Wuchsstofflésung (durch Alkoholfaillung gereinigt) 
wurden mit !/,ccm Perhydrol erwirmt, sodann das Perhydrol fort- 
gekocht und die Lésung mit Wasser zum urspriinglichen Volumen 
verdiinnt. Aus Tabelle 1 ist ersichtlich, dafg der Wuchsstoff durch die 
Perhydrolbehandlung zerstért worden ist. 

Es geht aus den hier berichteten Versuchen hervor, daB der sich 
in Boletus edulis vorfindende Wuchsstoff in allen untersuchten Eigen- 
schaften dem von Rhizopus suinus gebildeten gleicht, welcher seinerzeit 
als Wuchsstoff A bezeichnet worden war!. Ob die beiden Substanzen 
identisch sind, kann durch diese Untersuchung natiirlich nicht ent- 
schieden werden, doch ist man wohl berechtigt, anzunehmen, da sie 
nahe verwandt sind. 

AuBerdem wurde das Vorkommen von Wuchsstoff in den Frucht- 
kérpern des Champignons (Psalliota campestris) untersucht. 

100 g frische Champignons (16°, Trockensubstanz) wurden mit 
500 cem destillierten Wassers gekocht und der Extrakt mit Avena- 
Coleoptilen gepriift. Dieser Champignonextrakt hat aber keine Reaktion 
hervorgerufen. Da die Méglichkeit gegeben war, daB der Extrakt 
infolge des geringeren Trockensubstanzgehalts der Champignons mehr 
verdiinnt war als der Boletusextrakt, wurde ein Teil des ersteren auf 
ein Fiinftel seines Volumens eingedampft und die Wirkung dieser 


1 N. Nielsen u. V. Hartelius, C. r. Lab. Carlsberg 39, 1932. 
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konzentrierten Léisung mit Avena-Coleoptilen gepriift. Auch dies 
konzentrierte Extrakt verursachte keine Reaktion. 

Der Versuch scheint also zu zeigen, daB die Fruchtkérper vo) 
Champignons, im Gegensatz zu denen von Boletus edulis, den Wuch. 
stoff A nicht enthalten. Eine eingehendere Untersuchung des Vo) 
kommens dieses Wuchsstoffes in den Fruchtkérpern der héheren Pilz: 
die z. B. fiir die Darstellung von gréBeren Mengen der Substanz vo: 
Bedeutung sein kénnte, wird spater in Angriff genommen werden. 


Tabelle I. 


Extrakt aus Boletus edulis. 





Alkoholfallung Atherausschittelung 


Roher Extrakt - i - 
Filtrat Niederschlag Atherschicht Wasserschic! 


0,80 0,90 0,00 1,20 0,00 
1,20 1,07 0.00 1,00 0.00 
0,93 0,85 0,00 0,81 0,00 
0,73 0,67 0,00 0,90 0,00 
0,80 0,89 0,00 0,76 0,00 Care 
0,92 0,96 0,00 0,98 0.00 al 


Durchschn.: 0.90 0,89 0,00 0,94 0,00 ganz 
artig 


Im Autoklave Tats 
Perhydrolbehandlung behandelter Extrakt Tate 
Die | 


0,00 0,89 = 
0,00 0,92 

0.00 1.07 soll 7 
0,00 1,32 

0,00 0,88 oi 
0,00 0,78 iia 
0,00 0.90 zur . 


i erwa 
Durchschn.: 0,00 0,97 tatsé 
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Beitrige zur Synthese 
und zur Kenntnis von Polyenverbindungen. 


I. Mitteilung: 
Kondensationsprodukte des Crotonaldehyds und /-Methylerotonaldehyds. 


Von 
K. Bernhauer und E. Woldan. 


Durchgefiihrt mit Unterstiitzung der ,,Deutschen Gesellschaft der Wissen- 
schaften und Kiinste fiir die tschechoslowakische Republik“. 


(Aus der biochemischen Abteilung des Chemischen Laboratoriums der 
deutschen Universitit in Prag.) 


(Eingegangen am 11. April 1932.) 


Wie aus der Betrachtung der chemischen Vertreter der Terpen- 
Carotinoidgruppe ersichtlich ist, finden wir bei denselben (sowie teil- 
weise auch bei anderen Kérperklassen, wie Sterinen usw.) stets eine 
ganz bestimmte, gesetzmaBige Anordnung, indem dieselben in gleich- 
artige kleinere Bestandteile zerlegt gedacht werden kénnen. Auf diese 
Tatsache wurde bereits von verschiedenen Seiten aufmerksam gemacht. 
Die theoretische Rekonstruktion der Terpen-Carotinoidgruppe wurde auch 
bereits von den verschiedenen Seiten her versucht, und im folgenden 
soll zunachst auf die diesbeziiglichen Ansichten kurz eingegangen werden. 


Sobald man erkannt hatte, daB bei der pyrogenen Zersetzung eine 
groBen Reihe von Naturstoffen Isopren entsteht, gelangte man zuniichst 
zur Anschauung, daB man es beim Isopren mit dem Grundbaustein det 
erwahnten K6érperklasse zu tun haben kénnte. Bekanntlich laBt sich auch 
tatsichlich das Isopren zu héheren Polymerisationsprodukten kondensieren '. 

Dagegen weist Emde? darauf hin, daB die Annahme von Isopren als 
natiirlicher Baustein von Terpenen, Polyenen, Cholesterin usw. nicht in 
Frage kommen kénne, da dadurch der wahre biogenetische Zusammenhang 
mit den Hexosen verschleiert wird. Die weiteren Anschauungen des ge 
nannten Autors sind jedoch recht unklar, und es erscheint daran nur die 
Vorstellung von Wichtigkeit, daB der Grundbaustein wohl aus dem Kohlen- 
hydratstoffwechsel ableitbar sein miiBte und daB wohl Carboxylvorstufen 
der Grundkérper konstruierbar sein miiBten, um diesbeziigliche Hypothesen 
vom Standpunkt der Biosynthese aus gerechtfertigt erscheinen zu lassen. 

Ebenso gelangten Fischer, Ertel und Léwenberg® zur Auffassung, daB 
es unwahrscheinlich ist, daB das Isopren tatséchlich als Baustein der ge- 


1 Siehe z. B. Semmler u. Jonas, B. 46, 1566, 1913; Ruzicka u. Bosch 


i, 
Helv. 14, 1336, 1931; Wagner-Jauregg, A. 488, 176, 1931. 
2 Helv. 14, 881, 1931. 
3 B. 64, 30, 1931. 
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nannten Stoffe in der Zelle in Frage komme. Vielmehr schreiben sie cd 
{B-Methylcrotonaldehyd die Rolle des fraglichen Grundkérpers zu. Ubrig: 
hatte bereits Smedley! darauf aufmerksam gemacht, daB bei der Ki: 
densation zweier Molekiile /-Methylcrotonaldehyd unter Anwendung \ 
Kaliumcarbonat als Kondensationsmittel ein dem Citral sehr nahestehendes 
Aldol entstehen miiBte: 
CHs C Hg CHs CH, 
| | | 
CH,.C:CH.CHO+CH;.C:CH.CHO + CH,.C:CH.CHOH.CH,.C:CH.CHO 
Will man sich eine Vorstellung uber den natiirlichen Weg des Aufbaues des 
erwahnten Grundkérpers machen, so erscheint dessen Entstehung durch 
Kondensation von Aceton mit Acetaldehyd denkbar, worauf gleichfal|s 
Smedley aufmerksam machte, bzw. durch Kondensation von Acetessigsiure 
mit Brenztraubenséure, wobei ein Prinzip der Biosynthese, namlich die 
Kondensation vor der Decarboxylierung Beriicksichtigung finden wiirde 
und zugleich der AnschluB an typische Produkte des Kohlenhydratabbaues gru 
gefunden ware. kei 
Fiir die Rekonstruktion von Verbindungen der Terpen-Carotinoid 
gruppe ergeben sich daher prinzipiell folgende Méglichkeiten: 
Aus Isoprenresten : fiih 
CH, ' Hs 1 Hs met 
...: CH JCH:CH.C:CH.\CH: CH.C:CH.CH:CH.C: Did 
. . . Aus 
Aus Tiglinaldehydresten (bei verschobenen Doppelbindungen, z. B Die 
x-Carotin): 
: halt 


zu 


c ‘Hy | CH; CH, 


soremeclinian [aa | 
...CHiCH.CH:C.CH:CH.CH:C.CH:CH.CH:C... tei 


Nach Emde: ee sitz 
CH, CH, | CH, 
| allele jane 
...:CH.CH:CHi.C:CH.CH:CHj).C:CH.CH:CH.K:... kon 
ee es To aed 7: " ; ko 
Nach Smedley bzw. Fischer: "] 


CH, | “CH, | 

= Om, eee rand - ( Hy kon 

....CH.CH:CH.C:CH.CH:CH.C:CH.CH:(CH.C:... Ank 
war 


Carboxylvorstufen nach Emde: 


| CH; 


pho 


——————| | 

...:CH.CH:(.C:CH.CH:C€| C:CH.CH:C.(C:... einig 

COOH COOH | COOH dure 

wii Teh: sete ihe and 

| CHg CHs C Hg denl 
| | 


| 
Kon 


ay eee 


...:CH.CH:|C.C:CH.C———|C.C:CH.C C.C: 
COOH| COOH |COOH COOH. COOH 


1 Soc. 99, 1627, 1911. 





di 
igens 
Kon 


naes 


CHO 
3 dos 
lurch 
ifalls 
aure 
| die 
iirde 
aes 


L01id- 








Synthese und Kenntnis von Polyenverbindungen. 1. 201 


Unter diesen Méglichkeiten besitzen wohl die von Smedley bzw. Fischer 

wahnte, sowie die sich aus dieser Annahme ergebenden Carboxylvorstufen 

die gréBte Wahrscheinlichkeit. In diesem Zusammenhang sei auch darauf 

hingewiesen, daB die /-Methylerotonséiure (Seneciosiure), wie auch die 

,Methylerotonséure (Angelicasiure bzw. Tiglinséure), also die zu den 

erwahnten, als Grundkoérper in Betracht kommenden Aldehyden gehérigen 
Sauren, bekanntlich auch in der Natur vorkommen. 

Im Hinblick auf die Frage, in welcher Weise der natiirliche Konden- 
sationsvorgang in der Zelle vor sich gehen mag, kann vorlaéufig auf die 
Untersuchung von F.G. Fischer und Marschall iiber die Beschleunigung 
von Aldolkondensationen durch Aminoséuren (im AnschluB an Dakin?) 
verwiesen werden. 


Wie leicht ersichtlich gemacht werden kann, sind die Méglichkeiten, 
vom f-Methylerotonaldehyd aus zu Kérpern der Terpen-Carotinoid- 
gruppe zu gelangen, sehr groB. Im folgenden sollen einige dies¢r Méglich- 
keiten angedeutet werden. 

1. Die Kondensation zweier Molekile #-Methvlcrotonaldehyd 
fiihrt anscheinend, wie weiter unten gezeigt werden wird, zu 2, 6-Di- 
methyloctatrienal-(8), das als aliphatischer Terpenkérper, und zwar als 
Didehydrocitral aufgefaBt werden kann, und auch in der Natur den 
Ausgangsk6rper fiir die aliphatischen Terpenverbindungen bilden kénnte. 
Die Zyklisierung des genannten Kérpers kénnte in Analogie zum Ver- 
halten des Citrals einerseits zu Cyclodehydrocitral und andererseits 
zu Thymol fiihren. Dadurch ware eine Beziehung zu einer groBen 
Reihe von Terpenkérpern hergestellt, die ein analoges C-Skelett be- 
sitzen. 

2. Die Kondensation dreier Molekile $-Methylcrotonaldehyd 
kénnte in analoger Weise zu aliphatischen sowie zyklischen Sesquiter pen- 
korpern fiihren. 


3. Die Kondensation vierer Molekiile -Methylcrotonaldehyd 
kénnte zur Bildung von 2, 6, 10, 14-Tetramethyl-hexadeka-heptenal- (16) 
AnlaB geben, als dessen Hydrierungsprodukt das Phytol anzusehen 
ware. Durch Zyklisierung kénnte man sich das C-Skelett des Cam- 
phorens und anderer Diterpenkérper entstanden denken. 

4. Weiterhin ergeben sich auch fiir die Synthese von Carotinoiden 
einige Ausblicke. Crocetinrethe: So kénnte man sich z. B. Crocetin 
durch Kondensation von Glyoxylsiure einerseits und Malonsiure 
andererseits an 2, 6, 10-Trimethylduodekapentenal-(12) entstanden 
denken, oder durch oxydative Sprengung eines durch intramolekulare 
Kondensation von 2, 6, 10, 14-Tetramethylhexadeka-heptenal-(16) zu- 


1 B. 64, 2825, 1931. 
2 J. of biol. Chem. 7, 49, 1909. 
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nachst entstanden gedachten Produktes. Fiir Bixin wiirden analo, 
Cherlevungen gelten. Lycopin-Carotinreihe: Die Beziehung des Squalers 
zu aliphatischen Sesquiterpenen geht aus dessen Synthese aus Farnes) 

bromid! hervor. Ahnliche Beziehungen kénnten auch beim Lycoyi: 
und Carotin zu den betreffenden halbmolekularen Kérpern bestehe: 
ebenso bei den Xanthophyllen, womit zugleich ein Weg der Syn 
these der betreffenden oder nahestehender Kérper angedeutet : 
scheint. 

In diesem Zusammenhang sei auch darauf hingewiesen, daB nun 
auch ein Weg fiir die Synthese des A-Vitamins erkennbar wird, indem 
es denkbar erscheint, $-Citral mit 2, 6-Dimethyloctatrienal zu konden 
sieren, das Kondensationsprodukt sodann zu zyklisieren und diy 
Aldehydgruppe zur Carbinolgruppe zu reduzieren, wobei man zu jenem 
Kérper gelangen miiBbte, den Karrer, Morf und Schépp* unter Vorbehalt 
als A-Vitamin ansehen?: 


CH, 


3 


CH, 
CH, CH 


H.C CH.CHO + CH,.C:CH.CH:CH.C:CH.CHO 


H,C C.CHg 


Hy Ne CH, CH, 
v CH, CH, 


H,C C.CH:CH.C:CH.CH:CH.C:CH.CH,OH 


H.C C.CHs 
CH, A-Vitamin. 


Auch fiir die Synthese xanthophyllihnlicher Kérper ergeben sich 
einige Ausblicke, die insbesondere unter Beriicksichtigung der E: 
gebnisse von Euler‘ iiber die vermutliche Beziehung des Xanthophylls 
zum weiblichen Sexualhormon von hohem Interesse erscheinen. Das 
Methylcrotonaldehydaldol (Oxycitral) diirfte dabei fiir synthetisch: 
Versuche in der Xanthophyllreihe von maBgebender Bedeutung sein 
indem es denkbar ist, durch Kondensation desselben mit dem Dimethy!- 


! Karrer u. Helfenstein, Helv. 14, 78, 1931. 

2 Helv. 14, 1431, 1931. 

3 Natiirlich wird auch zu versuchen sein, #-Citral zundéchst mit eine! 
Molekiil #-Methylerotonaldehyd und das betreffende Produkt mit eine! 
zweiten Molekiil Aldehyd zu kondensieren. 

4 Zeitschr. f. ang. Chem. 45, 220, 1932; Euler u. Virgin, diese Zeitschi 
246, 252, 1932. 
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octatrienal und nachfolgende Zyklisierung zu einem Kérper zu gelangen, 
der in gewissem Sinne ein halbes Xanthophylimolekiil vorstellt : 


Mit Versuchen zunachst tiber die prinzipielle Kondensierbarkeit 
von Citral mit ungesittigten Aldehyden sind wir beschaftigt, und 
weiterhin sollen auch Versuche tiber die Kondensation der betreffenden 
Grundkérper bzw. Umwandelbarkeit der eventuellen Zwischenprodukte 
mittels biologischer Agenzien in Angriff genommen werden. 


Von grundsatzlicher Wichtigkeit fiir die Realisierung des ausein- 
andergesetzten Programms erschien zunichst die Synthese des [- 
methyloctatrienals und Oxycitrals, die als Ausgangskérper fiir die weiteren 
Synthesen dienen kénnten. 

Bevor wir zur Synthese dieser Kérper schreiten konnten, suchten 
wir die prinzipiellen Kondensationsbedingungen fiir den Crotonaldehyd 
zwecks Darstellung von Octatrienal zu ermitteln. Nach Kuhn und Hoffer! 
wird Crotonaldehyd mit Acetaldehyd in Gegenwart von Piperidin unter 
Bildung von Hexadienal und Octatrienal (Nebenprodukt) kondensiert, 
ebenso Hexadienal mit Acetaldehyd unter Bildung von Octatrienal. 
Andererseits lieBen es Versuche von Raper? sowie Smedley*® méglich 
erscheinen, da Crotonaldehyd unter der Einwirkung von Kalium- 
carbonatlésung zu seinem Aldol mit gerader C-Kette kondensiert wird. 
Kuhn und Winterstein* bemerkten hierzu, da das genannte Aldol zur 
Synthese von héheren aliphatischen Polyenen verwendet werden kann, 
ohne jedoch naihere Angaben hieritiber zu machen. Ferner konnten die 
gleichen Autoren Crotonaldehyd mit Benzaldehyd in Gegenwart von 
verdiinnter Natronlauge zur Kondensation bringen, wobei neben einer 
geringen Menge von Selbstkondensationsprodukten des Crotonaldehyds, 
die nicht naher untersucht wurden, Phenylpentadienal erhalten werden 
konnte. 

Unter Beriicksichtigung dieser Angaben erschien es daher wahr- 
scheinlich, daB zwei Molekiile Crotonaldehyd unter Bildung von Octa- 
trienal zur Kondensation zu bringen sein miiBten. Es gelang jedoch 


1 B. 68, 2160, 1930. 

2 Soc. 91, 1831, 1907. 
3 Soc. 99, 1627, 1911. 
‘ Helv. 12, 493, 1922. 
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Kuhn und Hoffer nicht, bei Einwirkung von Piperidin auf reinen Crot 
aldehyd zu Octatrienal zu gelangen bzw. eine Kondensation in erh 
lichem Ausma8 zu bewerkstelligen. Dieselben weisen auch ausdriicklic); 
auf dieses im Gegensatz zu obigen Literaturangaben beachtenswerte 
Verhalten des Crotonaldehyds hin!. 

Im Gegensatz zu diesen Feststellungen von Kuhn und Hojfe; 
gelang es uns jedoch, nach dem Durchprobieren verschiedener Konden 
sationsmittel und eingehender Variation der Versuchsbedingungen j) 
recht glatter Reaktion Kondensation des Crotonaldehyds herbei 
zufiihren, wobei auch Octatrienal entsteht. 


Die Feststellung, daB bei diesen Kondensationen auch héher 


siedende Produkte gebildet werden, weist darauf hin, daB die Konden- 
sation einerseits wohl auch zum Crotonaldehydaldol sowie andererseits 
zu langeren Ketten zu fiihren scheint. Das bei diesen Versuchen er- 
haltene Octatrienal konnte unter Benutzung der Angaben von Kuhn 
und Hoffer. iiber die Bisulfitverbindung gereinigt, in kristallisiertem 
Zustande erhalten werden. Auch das Hydrazon und Semicarbazon 
erwiesen sich als identisch mit den von Kuhn und Hoffer erhaltenen 
Praparaten. 

Die Kondensation des 2-Methyl-butenals-(4) wurde in prinzipiell 
analoger Weise wie die des Crotonaldehyds durchgefiihrt, wobei wah 
scheinlich 2, 6-Dimethyloctatrienal-(8) erhalten werden konnte: 

CH, CH, CHy CH, 


3 


| | 
CHy.C:CH.CHO + CHy.C:CH.CHO —> om;.¢:08.CH:08.6:CH-cHO 

Das Reaktionsprodukt ist ein bei 9,4mm Druck zwischen 72 und 
74" siedendes O1 von schwachem, terpenahnlichem Geruch. Es wurde 
durch Darstellung des Azins (Fp. 140°), p-Nitrophenylhydrazons (Fp 
139°) und Semicarbazons (Fp. 195°) naher charakterisiert. Auch hier ent- 
standen wie bei den Kondensationsversuchen mit Crotonaldehyd héher 
siedende Kondensationsprodukte, und es hinterblieb eine gréBere Menge 
Harz, das die gleichen Eigenschaften hatte, wie das aus Crotonaldehyd 
gebildete. Das bei diesen Versuchen entstehende héher siedende 
Kondensationsprodukt (Kp. 0,4 = 132 bis 135°) erwies sich gleichfalls 
als Aldehyd und wurde durch Darstellung des Semicarbazons und 
p-Nitrophenylhydrazons charakterisiert. Es handelt sich dabei még- 
licherweise um das Methylerotonaldehydaldol, das als Oxycitral auf- 
zufassen ist: 


CH, CHs 
| | 


CH,.C:CH.CHOH.CH,.€:CH.CHO 


' S. auch Kuhn und Ishikawa, B. 64, 2349, 1931. 
2 B. 64, 1977, 1931. 
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Die erwihnten Derivate desselben lagen jedoch noch nicht in vdllig 
analysenreiner Form vor, und andererseits war deren Menge fiir eine 
weitere Reinigung zu gering, doch deuten die durchgefiihrten Analysen 
in der Richtung der gemachten Annahme hin, die durch weitere Versuche 
zu bestatigen sein wird. 

Im Hinblick auf die Theorie sowie Anwendbarkeit der beschriebenen 
Kondensationsvorgange ist auch der Befund von Kuhn und Ishikawa 
(l.c.) von Bedeutung, daB Benzaldehyd mit Crotonséiureanhydrid in 
Gegenwart von Trimethylamin nicht am C,-Atom der Crotonsaure, 
sondern an deren C,-Atom kondensiert wird, also unter Bildung von 
x-Vinylzimtséure, wobei die Crotonséure wohl in Form der isomeren 
Vinylessigsaure reagiert. Aus diesem Befund ergibt sich jedenfalls, 
da8 fiir die Kondensierbarkeit einer Aldehydgruppe mit einer Methyl- 
gruppe nicht die benachbart stehende Doppelbindung an und fiir sich 
verantwortlich zu machen ist. Ferner ist in diesem Zusammenhang die 
Betrachtung von Kuhn und /shikawa von Interesse, daB bei der Bildung 
des Phenylpentadienals der Crotonaldehyd unter Verschiebung der 
Doppelbindung eventuell auch in der Enolform CH,: CH .CH: CHOH 
reagieren kénnte. 

Experimentelles. 


Octatrienal. 


Die Versuchsbedingungen fiir die Darstellung desselben aus Croton- 
aldehyd werden erst spater mitgeteilt werden. Bei der Kondensation 
entsteht ein Gemisch verschiedener Substanzen. Das Reaktions- 
produkt wurde unter Anwendung eines Claisen-Kolbens mit Widmer- 
Spirale unter Stickstoffdurchleitung zunachst im Wasserstrahlpumpen- 
vakuum von Crotonaldehydresten befreit, und sodann wurde, sobald 
die Temperatur des iibergehenden Dampfes auf 50° gestiegen war, an 
das Hochvakuum angeschlossen. Die niedriger siedenden Anteile des 
entstandenen Kondensationsproduktes gingen bei 0,5mm_ Druck 
zwischen 60 und 70° iiber. Die Rohfraktionen einer Anzahl derartiger 
Versuche wurden vereinigt und nochmals im Hochvakuum destilliert. 
Die gesamte Octatrienalfraktion Kp..; = 55 bis 65° (14g) wurde in 
Anlehnung an die Angaben von Kuhn und Hoffer! mit 90 ccm 30° iger 
Natriumbisulfitlésung unter Kiihlung mit flieBendem Wasser geschittelt. 
Nach einigen Minuten kristallisierte die Bisulfitverbindung aus und 
wurde nach einigen Stunden abgesaugt. Empfehlenswerter ist es jedoch, 
wie weitere Versuche zeigten, méglichst bald abzusaugen und sofort 
im Vakuumexsikkator iiber Chlorcalcium zu trocknen, da die Bisulfit- 
verbindung auch in Bisulfitlésung nicht bestandig ist, andererseits beim 


1 B. 64, 1977, 1931. 
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Verweilen an der Luft zerflieBt und nach einiger Zeit sich in ein braunes 
Harz verwandelt. 

2g der so erhaltenen Bisulfitverbindung wurden in 20 cem kalte 
Wassers gelést, von einem unléslichen Anteil durch Filtration befreit 
und mit 10 cem 10°,iger Natriumcarbonatlésung versetzt. Es bildet; 
sich zunachst eine Emulsion; durch Kratzen mit einem Glasstab trat 
jedoch alsbald Kristallisation ein. Die Kristalle wurden sofort ab 
gesaugt und im Vakuumexsikkator iiber Chlorcalcium § getrocknet 
Fp. 56°. Nach dem Umbkristallisieren aus Petrolither (Kp. 35 bis 40! 
blieb der Schmelzpunkt unverandert. Feine, gelbliche Nadeln von 
nicht unangenehmem Geruch, wogegen das Rohprodukt einen stechenden 
Geruch besitzt. Die in einem mit Stickstoff gefiillten Réhrchen ein 
geschmolzene Substanz farbte sich nach einiger Zeit braunlich. 

Zur weiteren Identifizierung des Octatrienals wurden im Anschlul 
an die Angaben von Kuhn und Hoffer die folgenden Derivate dar 
gestellt: 

Semicarbazon. 0,5 g Rohoctatrienal wurden mit einer Lésung von |g 
Semicarbazidchlorhydrat in 6 cem Wasser versetzt und kraftig geschiittelt 
Nach kurzer Zeit schied sich das Semicarbazon in weiBen Flocken ab. Trotz 
zweimaligem Umkristallisieren aus Benzol und einmaligem aus Eisessig blie! 
der Schmelzpunkt unscharf. 

Hydrazon. 1g Rohoctatrienal wurde mit 10 cem Alkohol versetzt wn 
lg 50°.ige Hydrazinhydratlésung zugefiigt. Es trat starke Selbsterwi: 
mung ein, und beim Erkalten schieden sich gelbliche Blattchen ab. Schmelz 
punkt unscharf, ab 153° sinternd. 

Die bei der Kondensation des Crotonaldehyds entstehenden son- 
stigen Produkte sowie héher siedenden Anteile sind recht betrachtlich 
und werden naher untersucht. 


2- Meth ylbutenal- (4). 

Zur Darstellung desselben wurde im wesentlichen nach den An 
gaben von Fischer, Ertel und Lowenberg! vorgegangen. Dasselbe wurd 
als p-Nitrophenylhydrazon identifiziert. Nach dem Umkristallisieren 
aus verdiinntem Alkohol wurden rotbraune, glinzende Nadeln erhalten 
Fp. 160°. Im folgenden sind die bei der Darstellung des 2-Methiy!- 
butenals-(4) gewonnenen Erfahrungen wiedergegeben. 

Die Darstellung des Isovaleraldehyds erfolgt am besten nach 
Kohn? durch Oxydation von Isoamylalkohol mittels Natriumbichromat- 
Schwefelsiure. Aus 2,1 kg des Merckschen Isoamylalkohols erhilt 
man 2kg Isoamylalkohol vom Siedepunkt 130 bis 131°, der fiir cic 


Oxydation verwendet wurde. Bei analogen Ansitzen, wie sie Kohn 


' B. 64, 30, 1931. 
2M. 17, 127, 1896. 
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lurchfiihrte, zeigte sich, daB die beste Ausbeute an Isovaleraldehyd 
lann erzielt wird, wenn die ZufluBgeschwindigkeit des Oxydations- 
gemisches derart geregelt wird, daB man die Gesamtmenge innerhalb 
| Stunde zutropfen lat. Das in einem Scheidetrichter aufgefangene 
Destillat wird von Wasser befreit und die obere Schicht viermal iiber 
eine grobe Widmer-Kolonne destilliert, und zwar stets nur bis zur Siede- 
temperatur 94°. Der Kolbenriickstand (unverinderter Isoamylalkohol) 
wird beim nachsten Oxydationsansatz mit verarbeitet. Auf diese Weise 
kann fast der gesamte Isoamylalkohol in den Aldehyd iibergefiihrt 
werden. Durch Extrahieren der jeweiligen wasserigen Anteile mit 
\ther wird die Ausbeute noch verbessert. Durch die wiederholte 
Destillation des Aldehyds iiber die Widmer-Kolonne kann derselbe 
uch weitgehend von Wasser befreit werden. 

Bei der Verarbeitung des Isovaleraldehyds auf das Bromacetal 
erwies sich das Ausfrieren desselben zwecks Befreiung von letzten 
Spuren an Wasser nicht unbedingt notwendig, wie eigene Versuche 
zeigten. Im ibrigen wird nach den Angaben von Fischer und Mit- 
arbeitern vorgegangen. Es wurden z. B. viermal 90 g Isovaleraldehyd 
an einem Tage auf Isovalerbromacetal verarbeitet. Hierzu sind etwa 
jikg feste Kohlenséure erforderlich. Die Destillation ergab folgende 
Ausbeuten: 


1. Fraktion: Kp.,, = 43 bis 80° (Bromaldehyd) 270 g (29,2°, d. Th 
Kp.-y2 80 ,, 90° (Bromacetal) 630g (63°, d. Th.) 


» 
3. * Kp. = 90 ., 115° (Nachlauf) 40 ¢ (miiBte naher 
untersucht werden) 


Die Abspaltung des Bromwasserstoffs gelingt gleichfalls glatt 
nach den Angaben der erwahnten Autoren. Bei der Umwandlung 
von 630 g¢ Bromacetal in vier Ansaitzen wurden folgende Ausbeuten 
erhalten: 

1. Fraktion: Kp... = 30 bis 55° (Vorlauf) 30 ¢ 
2. . Kp... = 55 ., 62° (ungesattigtes Acetal) 290g (69.6°, 


d. Th.3 


Auch die Verseifung des Acetals geht nach den Angaben Fischers 
sehr gut vor sich. Die sich abscheidende Aldehydschicht ist in der Regel 
griin, nur bei Verwendung von nicht ganz reinem Acetal rétlich. Durch 
Verseifung von 145g Acetal in drei Ansaitzen zu je 48 g und gemein- 
same Destillation des Reaktionsproduktes wurden folgende Ausbeuten 


erhalten: 


1. Fraktion: Kp.,. 24 bis 32° (Vorlauf) Sg 
, Kp.-y. 24 ,, 37° (Methylerotonaldehyd) 65 g (93°, d. Th.) 
Kp;-2 = 37 ,. 60° (Nachlauf) 52g 


Kolbenriickstand verharzt, etwa 2 bis 3 g. 
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Das von uns gewonnene 2-Methylbutenal-(4) erwies sich in Stick. 
stoffatmosphare als recht gut haltbar. Fiir die Darstellung von reinem 
gut haltbarem ungesattigten Aldehyd in guter Ausbeute ist es jedenfalls 
von Wichtigkeit, das ungesattigte Acetal bis zu vdélliger Halogen. 
freiheit tiber gepulvertem Kaliumhydroxyd zu destillieren. Bei de: 
Verarbeitung von 180g Isovaleraldehyd wurden daher 65g an un. 
gesattigtem Aldehyd erhalten, entsprechend einer Ausbeute von 37 
der Theorie. AuBerdem erhalt man noch 135 g an Bromaldehyd. Es 
erscheint zweckmabig, das ungesiattigte Acetal aufzubewahren, da 
dieses gut haltbar ist, und die Verseifung nur im Ausma8 der Weiter 
verarbeitung vorzunehmen. 


Kondensationsprodukte des 2-Methylbutenals- (4). 


Das bei der Kondensation von 60g £-Methylerotonaldehyd er 
haltene Reaktionsprodukt wurde ohne Verwendung eines Destillier- 
aufsatzes unter Stickstoffdurchleitung zunaichst im Wasserstrahl- 
pumpenvakuum und sodann im Hochvakuum destilliert. Es ging 
zunachst unverandertes 2-Methylbutenal-(4) und ein kleiner Zwischen- 
lauf tiber: sodann wurde an das Hochvakium angeschlossen und eine 
kleine Vorfraktion bei 1,2 mm aufgefa odann ging bei 0,6 mn 
der Hauptlauf iiber. Als Riickstand hint lieb eine spréde, harzartig: 
Masse (15 g). 


1. Fraktion: Kp.,. 45 bis 65°, 17g (h  uptsachlich Methylbutena! 
2. S Kp. 65 ., 80°, Ig (7 vischenlauf) 

3. * Kp.3,2 78... 90°, 2g (Zwischenlauf) 

4. a Kp.o.6 90 ,, 145°, 18g (K ndensationsprodukte) 


Der Hauptlauf wurde nochmals unter Anwendung einer kleinen W idmer- 
Spirale im Hochvakuum fraktioniert destilliert und folgende Fraktionen 
aufgefangen: 

1. Fraktion: Ko.o,5 69 bis 72°, 1g (Vorlauf) 


2. “ Kp.o.5 = 72 ,, 74°, 6g (wahrscheinlich Dimethylocta 
trienal) 

‘. sa Kp.o,4 74 ,, 132°, etwa 1 bis 2g (Zwischenlauf) 

4. “ Kp.o,4 = 132 ,, 135°, 5g (wahrscheinlich /-Methyleroton 


aldeh ydaldol) 


Das erste Kondensationsprodukt (wahrscheinlich Dimethylocta- 
trienal) ist ein schwach gelb gefarbtes, leicht fliissiges Ol von etwas 
dumpfem Geruch. In der Kalte ist es unter Stickstoff einige Tage 
unverandert haltbar; dabei findet nur schwache Nachdunkelung statt 
Léslich in Ather und Alkohol, unléslich in Wasser. Mit schwefligsaurem 
Fuchsin zeigt es intensive Rotfarbung. Sodaalkalische Permanganat- 
lésung wird sofort entfirbt. Fehlingsche Lésung wird in der Warme 
reduziert. 
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p-Nitrophenylhydrazon. 0,5 g der Fraktion wurden mit einer Lésung 
von 0,5 g p-Nitrophenylhydrazin in 5 cem 50° iger Essigsiure versetzt 
und kraftig geschiittelt. Nach kurzer Zeit schied sich ein rotbrauner, 
kristallinischer Niederschlag ab, der, abgesaugt und zweimal aus Alkohol 
umkristallisiert, den konstanten Fp. 139° ergab. Ziegelrote, glanzende 
Nadeln, léslich in Alkohol oder Eisessig, unléslich in Wasser. 


1. 2,23 mg Substanz: 0,295cem N (¢ 21°, p 750 mm), 
g I 
=} ae es 0,364 ,, N (¢ 21°, o = 750 ,, ). 


CigHi,O.N;. Gef. 1.: 14,8% N, 2.: 14,88% N. 
Ber.: 14,74% N. 

Semicarbazon. 1g des Oles wurde mit einer Lésung von 3g Semi- 
carbazidchlorhydrat in 15 ccm Wasser versetzt und kraftig durch- 
geschiittelt. Es schied sich znnachst ein gelbes 0] ab, das nach einigen 
Stunden erstarrte, abgesau,: und auf Ton im Vakuum getrocknet 
wurde. Nach zweimaligem Umkristallisieren aus Alkohol hatte die 
Substanz den Fp. 195°. Hellgelbe, glinzende Blattchen, léslich in 
Alkohol sowie Eisessig, unléslich in Wasser, zersetzt sich an der Luft, 
ist aber unter Stickstoff im zugeschmolzenen Réhrchen langere Zeit 
unverandert haltbar. 


1. 2,73 mg Substanz: 0, ecm N (t = 21°, p = 750 mm), 
2. SAR ..0 - 0; ', N@t=22l*, p = 750 ,, ). 
CyH,,ON;. Gef. =: 19,9% N, 2.: 20,01% N. 


Ber.: 0.19% N. 


Azin. 1g des Oles (nochmals fraktioniert, Kp. 9; 73 bis 74°) 
wurde mit 1 cem Hydrazinhy irat und soviel Alkohol versetzt, dab eine 
homogene Mischung entsta:.. Nachdem sich in der Kalte nichts 
Festes abschied, wurde die Substanz im Vakuumexsikkator iiber 
Schwefelsiure aufbewahrt. Am nachsten Tage hatten sich zitronen- 
gelbe Blattchen abgeschieden, die abgesaugt und auf Ton getrocknet 
wurden. Nach zweimaligem Umkristallisieren aus Alkohol hatte die 
Substanz den Fp. 140°. 


A 


1. 2,93 mg Substanz: 0,255cem N (t = 24°, p 744 mm), 
2. 2,08 ,, - 0,261 .. N (¢ = 24, p = 74 ,, ). 
CooHegN,- Gef. 1.: 9,57% N, 2.: 9,64% N. 
Ber.: 9,46°% N. 


A 


Die bei der Kondensation des $-Methylcrotonaldehyds erhaltene 
héher siedende Fraktion (Kp. 94 == 132 bis 135°) bildete ein gelbliches, 
schwerfliissiges Ol von terpenartigem Geruch. An der Luft farbt es 
sich braun, ist jedoch unter Stickstoff in der Kalte einige Tage un- 
verandert haltbar. Es ist léslich in Alkohol und Ather, unléslich 
in Wasser. Fuchsinschweflige Siure wird sofort rot gefirbt. Zwecks 
Charakterisierung der Substanz wurden einige Derivate dargestellt. 
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p-Nitrophenylhydrazon. 0,5 g Substanz wurden mit einer Lésung 
0,5 g p-Nitrophenylhydrazin in 5ccm 50°,iger Essigsiure versetzt. Nach 
kraftigem Durchschiitteln schied sich ein ziegelroter, schmieriger Kérje. 
ab, der am nachsten Tage auf Ton getrocknet wurde. Die Substanz wurcd 
mit Alkohol ausgekocht und aus diesem Kristallisation I gewonnen, F'p. 230) 
Der in Alkohol schwer lésliche Anteil wurde aus Eisessig umkristallisiert 


und hatte den Fp. 232°. Die beiden Fraktionen wurden vereinigt und 
nochmals aus Eisessig umkristallisiert, Fp. 234°. (Die Analyse erga} 


14,28°,, N gegeniiber 13,8°, fiir das p-Nitrophenylhydrazon des Ox, 
citrals; die Substanz war daher noch nicht vo6llig rein, doch andererseits 
deren Menge fiir eine weitere Reinigung zu gering.) 





Semicarbazon. 0,5g Substanz wurden mit einer Lésung von 0.5 ¢ 
Semicarbazidchlorhydrat in 3 ccm Wasser versetzt und kraftig geschiitte!t D 
Nach kurzer Zeit schied sich das Semicarbazon in Form gelblicher Flocke: 
ab, die abgesaugt und auf Ton getrocknet wurden. Aus Alkohol umkristalli- 
siert hatte die Substanz den Fp. 222°. Ausbeute gering. 
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Zur Kenntnis der Zuckercarbonsiuren. 


I. Mitteilung: 


Die Umwandlungsprodukte der Schleimsiure bei der Einwirkung von 
Phosphorpentachlorid. 


Von 
K. Bernhauer und A. Iglauer. 


Aus der biochemischen Abteilung des Chemischen Laboratoriums der 
deutschen Universitat in Prag.) 


(Eingegangen am 11. April 1932.) 


Durch Einwirkung von Phosphorpentachlorid auf Schleimsaure 
erhielt Bode! eine Dichlormuconséure. Ruhemann und Elliot? konnten 
sodann als Nebenprodukt noch eine zweite Dichlormuconsaure auf- 
finden. Willstatter und Hollander® haben sodann eine Vorschrift zur 
Darstellung der erstgenannten Dichlormuconséure mitgeteilt. Die 
Konstitution der beiden Dichlormuconsauren ist noch nicht mit Sicher- 
heit festgestellt, doch erscheint es nach ihrem Verhalten wahrscheinlich, 
daB die erstaufgefundene, die sogenannte «-Dichlormuconsaure, die 
6, B’-Dichlormuconséure vorstellt, und die als Nebenprodukt auf- 
tretende Séure als «, «’-Dichlormuconséure anzusprechen ist. 

Es erschien von Interesse zu versuchen, ob eine Substitution der 
Chloratome in den Dichlormuconsaéuren durch OH — oder NH, — reali- 
sierbar ist, da es vorstellbar ware, aus der f-Saiure auf diesem Wege 
weiter zu «, «’-Diketoadipinsiure bzw. «, «’-Diaminoadipinsaure zu ge- 
langen, die beide von groBem biologischen Interesse waren, indem die 
z, x’-Diketoadipinsiure als Vorstufe bei der Bildung von Bernstein- 
siure aus Brenztraubensaure im tierischen Organismus in Frage kommt’, 
sowie andererseits die «, «’-Diaminoadipinsaure als Vorstufe von Amino- 
siuren (Ornithin, Prolin, Beziehungen zu Arginin und Histidin) in 
Betracht kommen kénnte. 


A. 182, 95, 1865. 

Soc. 57, 931, 1890. 

A. 826, 82, 1902. 

Siehe Toenissen u. Brinkmann, H. 187, 137, 1930. 
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Da nach Ruhemann und Elliot die B-Dichlormuconséure nur jin 
geringen Mengen erhalten werden kann, sollte festgestellt werden, 
ob dieselbe mit Hilfe ihres Methylesters in gréBerer Menge isolicrt 
werden kann. Es zeigte sich jedoch hierbei, daB auch dieser Weg nic|it 
zur Gewinnung gréBerer Mengen an f-Dichlormuconsaure fiihrt; auber- 
dem bereitet die Trennung von dem Methylester der «-Dichlormucon. 
siure Schwierigkeiten. 

Bei der Behandlung der beiden Ester, die in Olform vorlagen und 
durch fraktionierte Destillation nicht véllig getrennt werden konnten, mit 
wasserigem Ammoniak wurde der «-Dichlormuconséuredimethylester in 
fester Form abgeschieden, waihrend der andere Ester als Ol zuriickblieh, 
das jedoch wegen der geringen Menge eine nahere Untersuchung nicht 
lohnend erscheinen lieB. 

Bei diesen Untersuchungen gelang es jedoch, einige neue Produkte 
der Einwirkung von Phosphorpentachlorid auf Schleimsiure in Form 
ihrer Methylester zu gewinnen, und zwar einen Monochlor-oxymucon- 
sdure-dimethylester vom Schmelzp. 196°, der wahrscheinlich eine Vorstufe 
des «-Dichlormuconsiureesters vom Schmelzp. 156° vorstellt und einen 
zweiten Monochlor-oxymuconsiure-dimethylester vom Schmelzp. 110", 
der wohl zu dem #-Dichlormuconsiuredimethylester in Beziehung zu 
setzen ist. Die Verseifung des ersten Esters fiihrte zur zugehérigen 
Saure (subl. iiber 260°), 

Bei der Einwirkung von alkoholischem Ammoniak im Druckkolben 
auf den «-Dichlormuconséuredimethylester konnte kein N-haltiges Produkt 
erhalten werden. Auch in Versuchen Ruhemanns' erwies sich die «-Di- 
chlormuconsaure als sehr besténdig, indem ihr Chlor weder durch Einwirkung 
von hei®Bem, alkoholischem Kali, noch durch Ammoniak oder Anilin e1 
setzt wird. 

Experimentelles. 


Nach den Angaben von Willstatter und Hollander (1. c.) wurden 
jeweils 50 g Schleimsaiure und 300 g gepulvertes Phosphorpentachlorid 
innig vermischt und im Olbad allmahlich auf 130 bis 140° erhitzt. Es 
wurde dabei ein schrig gestellter, zunichst mit RiickfluBkihler ver- 
sehener Destillierkolben verwendet. Nach etwa 1 Stunde wurde der 
RiickfluBkihler entfernt und am absteigenden Kiihler das Phosphor 
oxychlorid bei der gleichen Temperatur abdestilliert (etwa in 1 Stunde) 
Der Kolbenriickstand wurde sodann unter Kiihlung mit etwa 120 ccm 
Methanol allmahlich versetzt, wobei es zweckmaBig ist, RiickfluBkiihlet 
und Tropftrichter zu verwenden. Das Ganze wurde sodann iiber Nachit 
stehengelassen und die abgeschiedene Kristallmasse abgesaugt. Nacli 
dem Umkristallisieren aus Alkohol unter Zusatz von Tierkohle zeigte 
das Produkt den Schmelzp. 156° («-Dichlormuconsiuredimethyleste: 


! Chem. News 61, 189, 1890. 
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ch Einengen der Mutterlauge ist noch eine zweite Fraktion vom 
ichen Schmelzpunkt erhaltlich. Gesamtausbeute 3,6 g. 
Die urspriingliche Mutterlauge wurde sodann im Vakuum etwas 
jngeengt und im Vakuumexsikkator tiber Stangenkali stehengelassen, 
von Salzsiure zu befreien. Nach 2 bis 3 Tagen hatte sich eine 
ibstanz von talgartiger Beschaffenheit abgeschieden, die aus Eis- 
essig unter Zusatz von Tierkohle umkristallisiert, den Schmelzp. 196° 
zeigte. Die Substanz kann auch aus Alkohol oder Wasser umkristallisiert 
werden und bildet feine, weiBe Nadeln. Ausbeute 4,9 g. 


1. 0,1301 g Substanz: 0,0856 ¢g AgCl, 
2. 0,1991 g - 0,1342 g AgCl; 
0.0973 g = 0,203 g AgJ. 
C,H,O,Cl. Gef. 1.: 16,2°%, Cl, 2.: 16,08% Cl; 27,56% OCH,. 
Ber.: 16,08%, Cl, 28,1°%, OCH,. 


~ 


Verseifung des Esters: 2,5 g Ester wurden mit alkoholischer Kali- 
lauge (8g KOH, 30cem Alkohol) am Wasserbad 2 Stunden unter 
tiickfluBkiihlung zum Sieden erhitzt. Nach der Verseifung hatte sich 
eine Substanz abgeschieden, die mit der aus der angesiuerten Mutter- 
lauge ausfallenden vereinigt und nach dem Behandeln mit verdiinnter 
Salzsiure aus heiBem Wasser umkristallisiert wurde. Die freie Saure 
sublimiert oberhalb 260°, ohne zu schmelzen. 

0,2261 g Substanz: 25,8 cem n/10 Lauge (F. 0,8165). 

(,H,O;Cl. Gef.: M = 192,1° 
Ber.: M = 192, 5° 


o* 


Die beim Umkristallisieren des soeben beschriebenen Produktes 
aus Eisessig erhaltene Mutterlauge ergab beim Einengen zunichst 
noch eine kleine Menge der Substanz vom Schmelzp. 196°, und beim 
weiteren Einengen ein Produkt, das nach dem Unmbkristallisieren aus 
Wasser den Schmelzp. 110° zeigte. 0,8 g. Lange, feine, weibe Nadeln. 
Die Substanz erwies sich gleichfalls als ein Monochlor-oxymuconsaure- 
dimethylester. 


0,290 g Substanz: 0,6238 g¢ AgJ. 


C,H,O,Cl. Gef.: 28,42°% OCH. 
Ber.: 28,19 OCH,. 


Die urspriingliche, nach Abtrennen der beiden  beschriebenen 
Ester erhaltene Mutterlauge wurde in einem Schiitteltrichter mit etwa 
100 cem Ather, 50 cem Wasser und 15 ccm Benzol (zur Erleichterung 
der Trennung der beiden Schichten) versetzt und gut durchgeschiittelt. 
Der wiisserige Anteil wurde nochmals mit Ather extrahiert. Die ver- 
bleibende wisserige Lésung wurde sodann auf dem Wasserbad auf etwa 
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ein Drittel eingeengt. Nach langerem Stehen kristallisierte dann wiede; 
die Substanz vom Schmelzp. 110° aus. Durch Einengen der Mutterlauy 
kénnen noch weitere Mengen des gleichen Produktes erhalten werd: 
SchlieBlich scheidet sich aus der Mutterlauge nach langem Stehen frei 
a-Dichlormuconsaure (sublimiert iiber 260°) ab (etwa 0,8 g). 

Die wie oben erwihnt gewonnenen, vereinigten Atherischen 
Extrakte wurden mit Natriumbicarbonatlésung gut durchgeschiittelt 
und der wiasserige Anteil mit Salzsiure versetzt. Nach langerer Zeit 
schied sich daraus wieder freie x-Dichlormuconsiure ab. Aus den 
vereinigten atherischen Lésungen wurde der Ather entfernt und das 
zuriickbleibende gelbliche Ol (etwa 13g) im Wasserstrahlpumpen 
vakuum destilliert. Die Substanz ging zwischen 105 und 160° jibe: 
wobei sich oberhalb 140° feste Substanz bereits im Ansatzrohr abschied, 
sodaB durch den Kiihlmantel warmes Wasser geleitet werden mubt: 
Durch wiederholte fraktionierte Destillation tiber eine Widmer-Spirale 
und Ausfrieren der einzelnen Fraktionen suchten wir die feste Substanz 
nach Moéglichkeit abzutrennen. Dieselbe erwies sich als «-Dichlor- 
muconsaure-dimethylester vom Schmelzp. 156°. Sobald auf diese Weise 
keine feste Substanz mehr abtrennbar war, wurde | g Ol (Fraktion bis 
130°) mit einem Uberschu8 an alkoholischer Kalilauge (3 ¢ KOH 
35cem Alkohol) unter RiickfluBkiihlung im Wasserbad erhitzt, um 
Verseifung herbeizufiihren. Das erhaltene Kalisalz wurde mittels 
Salzsaure in die freie Saure tibergefiihrt, die nach dem Umkristallisieren 
aus Wasser ohne zu Schmelzen iiber 260° sublimierte («-Dichlormucon 
siure). Die Gewinnung von f-Dichlormuconsaure aus dem verseiften 
Produkt gelang nicht. 

Bei weiteren Versuchen zur Trennung der beiden Ester wurde 
das Ol mit wasserigem Ammoniak einige Minuten erhitzt, worauf sich 
eine zunachst halbfeste Substanz abschied, die bald erstarrte und sich 
als «-Dichlorniuconsiure-dimethylester (Schmelzp. 156°) erwies. Die 


ammoniakalische Mutterlauge ergab nach dem Einengen nur eine 


dunkel gefarbte élige Substanz mit geringen Mengen fester Bestandteile 
Eine weitere Untersuchung erschien wegen der geringen Menge nicht 
genug aussichtsreich. 

Behandlung des «-Dichlormuconséure-dimethylesters (F. 156°) mit 
Ammoniak. 2,5 g Ester wurden mit 9 ccm alkoholischen Ammoniaks (2 Mo! 
im Druckkolben im siedenden Wasserbad erhitzt. Der nach dem Erkalten 


abgeschiedene Korper wurde aus Eisessig-Wasser umkristallisiert und gab 


den Schmelzp. 92 bis 93°. Die Substanz enthielt keinen Stickstoff, jedoch 
Athoxyl und Chlor. Es handelt sich dabei wahrscheinlich um den <-|)i 
chlormuconséurediathylester, der durch Umesterung unter der Einwirkung 
des Alkohols entstanden war. 

Beim 6fteren Umkristallisieren des «-Dichlormuconséure-dimethy! 
esters aus Athylalkohol fand anscheinend gleichfalls teilweise Umesterunz 
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indem ein Produkt vom Schmelzp. 66° erhalten wurde, das ans 
inend den betreffenden Methylathylester vorstellt. 


1. 0,1209¢ Substanz: 0,1367 g AgCl, 
2. 0,1381l ¢g » 0,1579 ¢ AgCl. 
C,H,,.0,Cl,. Gef. 1.: 27,97% Cl, 2.: 28,29% Cl. 


Ber.: 28,04, Cl. 


Anhang. 
Versuche zur Synthese der a, «’-Diketoadipinsdure. 


Von 


K. Bernhauer und K. Pietsch. 


Da es sich als aussichtslos erwies, auf dem oben mitgeteilten Wege 
m der «a, «’-Diketoadipinsiure bzw. nahestehenden Substanzen zu ge- 
langen, versuchten wir auch einen direkten Weg zur Synthese derselben, 
indem wir von Bernsteinséuredibromid ausgingen, und versuchten, aus 
diesem durch Einwirkung von Kupfercyanid zu Succinyldicyanid zu ge- 
langen, in ahnlicher Weise wie nach T'schellinzeff und Schmidt! die Dar- 
stellung des Acetyl- und Propionyleyanides leicht gelingt, wie wir uns 
iiberzeugen konnten. Durch Verseifung von Succinyldicyanid miiBte man 
zm a, «’-Diketoadipinséure gelangen. 

Die Umsetzung des Succinyldibromids mit Kupfercyanid gelang 
jedoch trotz eingehender Variation der Versuchsbedingungen nicht (Ver- 
suche mit und ohne Lésungsmittel, mit wasserfreiem Tetrachlorkohlenstoff, 
sowie Benzol, bei verschiedenen Temperaturen usw.). Dabei konnte stets 
nur Bernsteinséureanhydrid oder Bernsteinséiure selbst erhalten werden. 
Fir die Darstellung des Bernsteinsiuredibromids konnten wir jedoch die 
Methode von Hughes und Watson? wesentlich verbessern. 


Darstellung von Succinylbromid: 500g Brom werden zu einem 
Gemisch von 74g Bernsteinsiure und 36 g rotem Phosphor zutropfen 
gelassen. Zwecks standiger guter Durchmischung wird bereits wihrend 
des Eintropfens des Broms gut geriihrt. Nachdem das Brom innerhalb 
2!, Stunden zugefiigt ist, wird das Ganze unter RiickfluBkiihlung, 
wihrend dauernd weiter geriihrt wird, 2 Stunden auf 100° erhitzt. Nach 
zweimaliger fraktionierter Destillation im Wasserstrahlpumpenvakuum 
kénnen 140 g Succinylbromid vom Siedep. 108 bis 110° erhalten werden, 
entsprechend einer Ausbeute von 92°, der Theorie, wihrend man nach 
dem Verfahren der erwihnten Autoren nur 51°, der Theorie erhalt. 


1B. 62, 2210, 1929. 
2 Soc. 1980, S. 1739. 








Zur Kenntnis der Zuckercarbonsiuren. 


II. Mitteilung: 
Uber die Darstellung der d-Mannonsiure. 


Von 


K. Bernhauer und K. Irrgang. 


(Aus der biochemischen Abteilung des Chemischen Laboratoriums de 
deutschen Universitat in Prag.) 


(Eingegangen am 11. April 1932.) 


Da wir fiir biologische Versuche sowie fiir die Darstellung und Unter- 
suchung des d-Mannozuckersaurelactons gréBere Mengen Mannonsiure 
benétigten, arbeiteten wir, ausgehend von SteinnuBmehl, unter Be- 
nutzung der elektrolytischen Oxydationsmethode von /sbell und Frush', 
eine billige und brauchbare Methode zur Darstellung der d-Mannonsiiure 
aus, tiber die im folgenden berichtet werden soll. 

Wir versuchten zunichst, die Oxydation der Mannose mittels 
Brom durchzufiihren und die gebildete Bromwasserstoffsiure durch 
Wasserstoffsuperoxyd zu entfernen. Doch fiihrten diese Versuche 
im Gegensatz zu solchen bei der Oxydation von Glucose? nicht zum 
gewiinschten Ergebnis, anscheinend, da die Mannonsaure durch Wasser. 
stoffsuperoxyd leichter angegriffen wird als Gluconsaiure. Zur Hydrolyse 
des SteinnuBmehles suchten wir daher zunichst Bromwasserstoffsiure 
zu verwenden, analog der Vorschrift, die . Fischer und Hirschberger® 
fiir die Hydrolyse mit Salzsiure gegeben hatte. Dabei verfolgten wir 
den Gedanken, jeweils intermittierend zu hydrolysieren und zu oxy- 
dieren, ein Weg, der sich bei Verwendung von Starke als gangbar er- 
wiesen hatte. Das SteinnuBmehl wurde z. B. mit dem doppelten 
Gewicht 6°iger Bromwasserstoffsiure 6 Stunden am Wasserbad 
erhitzt. Der ungeléste Anteil betrug 60°; in der Lésung wurde mittels 
Fehlingscher Lésung 20% Mannose nachgewiesen. Ein analog mit 


1 Bureau of Standards J. of Res. 6, 1145, 1931. 
2 Siehe folgende (III.) Mitteilung. 
$ B. 22, 3226, 1889. 
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6 ,iger Salzsiure ausgefiihrter Versuch ergab 35° Ungeléstes und 
37% Mannose in Lésung. Die schwere Hydrolysierbarkeit des SteinnuB- 
niehles durch Bromwasserstoffsiure! lie daher dieses Verfahren als 
wenig aussichtsreich erscheinen, so da die Hydrolyse mittels 70 °/iger 
Schwefelsiure nach Nelson und Cretcher®, die wir zunichst wegen der 
langwierigeren Aufarbeitung zu vermeiden suchten, angewendet werden 
muBte. Dabei konnten wir im Durchschnitt etwa 50°, an Mannose in 
der hydrolysierten Lésung auffinden (mittels Fehlingscher Lésung) : 
die von den genannten Autoren angefiihrten Ausbeutezahlen (90°, 
Hexosen, bestimmt durch Jodtitration) konnten wir aber in keinem 
Falle bestatigen. Diese Divergenz kénnte auch in der Verwendung 
eines verschiedenen SteinnuBmehles seinen Grund haben. 


) 


Die Oxydation des Mannosesirups nach der elektrolytischen Methode 
gelang sehr gut, nur war die Stromausbeute relativ schlecht, vielleicht 
wegen in der rohen Mannoselésung enthaltenen Verunreinigungen. 
Die Ausbeute an Ca-Mannoat, bezogen aus angewendete Mannose war 
dagegen vortrefflich. 


Experimentelles. 


Das SteinnuBmehl*® wird nach der Vorschrift von Nelson und 
Cretcher (1. c.) mit der zehnfachen Menge 1°, iger Kalilauge vorgereinigt 
und getrocknet. Das trockene Produkt wird zur gleichen Menge gut 
gekiihlter 70°,iger Schwefelsiure in kleinen Portionen hinzugefiigt 


(geht man mit dem Zusatz des SteinnuBmehles zu rasch vor, oder ist 
schlecht gekiihlt, so findet insbesondere bei gréBeren Versuchen starke 
Erwarmung unter Verkohlung der Substanz statt). Die Mischung wird 
iiber Nacht stehengelassen, wobei schon fast alles in Lésung geht, mit 
der etwa zehnfachen Menge Wasser verdiinnt und 3 Stunden unter 
RiickfluB gekocht. Beim darauf folgenden Neutralisieren mit Barium- 
carbonat ist es vorteilhaft, standig am Wasserbad zu erwirmen, wobei 


1 Bei Versuchen zur intermittierenden Hydrolyse und Oxydation von 
Steinnu8Bmehl mit Bromwasserstoffsjiure sowie Brom, unter dreimaligem 
weiteren Eintragen von SteinnuBmehl, und dreiw6chentlichem Stehenlassen 
derartig behandelter Lésungen hatten sich neben einem ©] weiBe, nadel- 
férmige Kristalle abgeschieden, Fp. 90 bis 91°, die sich aus Wasser sehr 
gut umkristallisieren lieBen, jedoch beim Kochen mit Kohle unter Auf- 
treten eines bromoformahnlichen Geruches zersetzten. Der gleiche Geruch 
trat auch bei Versuchen auf, bei denen mit Brom oxydiert und sodann 
mittels Wasserstoffsuperoxyd das Brom regeneriert worden war. Die 
gleiche Erscheinung zeigte sich iibrigens auch bei Glucoseversuchen, bei 
denen relativ sehr hohe Temperaturen angewendet wurden. 

* Am. 52, 403, 1930; siehe auch PR. Reiss, B. 22, 609, 1889; Dissertation, 
Berlin 1889. 

3 Fiir die Uberlassung desselben danken wir der SteinnuBknopffabrik 
F. Ritschel. 
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das Bariumcarbonat nur langsam hinzugefiigt werden darf. Bei d 
Verarbeitung von 500g SteinnuBmehl dauert der Vorgang etwa 
3 Stunden. Das sulfatfreie Filtrat enthalt nur geringe Mengen an 
Barium. Die bei 100- und 200 g-Versuchen in Lésung_ befindliche 
Mannose betrug z. B. 50,4, 55,4 oder 51°, des angewendeten Steinnuj}- 
mehles. Die Lésung wurde sodann auf die gewiinschte Konzentration 
gebracht und die Oxydation vorgenommen. 

Die Oxydationen wurden in Rundkolben von 2 Liter Inhalt durch- 
gefiihrt, die vier seitliche Ansitze fiir die Elektroden hatten. Durch 
den Hals des Kolbens fiihrte ein Fliigelriihrer. Als Elektroden wurden 
Kohlenstifte verwendet, und zwar drei als Anode und einer als Kathode 
Wie wir uns bei Glucoseversuchen iiberzeugen konnten, wird durch 
diese Anordnung einerseits das Anodenmaterial mehr geschont und 
andererseits erhalt man so bessere Stromausbeuten. 

Ansatz: 45 g Mannose (in Form der oben erwahnten Lésung an- 
gewendet, auf 1000ccem aufgefiillt), 8g Calciumbromid, 25g Calcium- 
carbonat. Stromstarke 0,5 A, Spannung 17 V. Elektrolysendauer 2 Tage, 
also fast doppelt so lange als bei analogen Versuchen mit Glucose. 
Restzucker etwa 5%. 

Aufarbeitung: Die Fliissigkeit wird nach vollendeter Oxydation 
ausgehebert, filtriert und im Vakuum bis zum ganz dicken Sirup ein- 
gedampft, mit Methanol iibergossen und iiber Nacht stehengelassen. 
Am niachsten Tage ist der Sirup zu einer harten, glasigen Masse erstarrt, 
die man zerkleinern und leicht absaugen kann. Ausbeute an trockenem 
Rohprodukt etwa 110% der angewendeten Mannose. Zur Reinigung 
wird das Produkt in wenig Wasser gelést und durch Zusatz von Alkohol 
zur Kristallisation gebracht. Nach eventueller nochmaliger Wieder- 
holung dieser Operation resultiert ein schénes, weiBes Produkt. 
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Oxydationen und Zersetzungen von Zuckerarten 
und Abbauprodukten derselben'. 


XIII. Mitteilung: 


Uber die Umwandlung der Essigsiiure und Bernsteinsiure. 


Von 
K. Bernhauer und W. Stein. 


Aus der biochemischen Abteilung des Chemischen Laboratoriums 
deutschen Universitat in Prag.) 


(Eingegangen am 11, April 1932.) 


Die Essigsiure kann bekanntlich als vorliufiges Endprodukt des 
Zuckerabbaues angesehen werden, und zwar nicht nur im biologischen 
Kohlenhydratstoffwechsel, sondern auch bei der Einwirkung rein 
chemischer Mittel auf Zuckerarten*. Der weitere sowohl biologische als 
auch rein chemische Abbau der Essigsiure beansprucht groBbes Interesse. 
Die Thunberg-Wielandsche Theorie iiber den biologischen Abbau der 
Essigsaure zu Bernsteinsiure konnte nun bei Pilzen realisiert werden®, 
andererseits war es bereits Moritz und Wolfenstein* gelungen, durch 
Einwirkung von Kaliumpersulfat auf Essigsiure zu geringen Mengen 
Bernsteinsiure zu gelangen. Weiterhin machten Knoop und Gehrke ® 
wahrscheinlich, daB auch bei der Einwirkung von Wasserstoffsuperoxyd 
auf Essigsiure Spuren von Bernsteinsiure bzw. anderer zweibasischer 
(,-Sauren gebildet werden. Den Grund fiir die so geringfiigige Bildung 
der Bernsteinsiure erblicken die genannten Autoren in der leichten 
Angreifbarkeit dieser durch Wasserstoffsuperoxyd, indem sie durch 
dasselbe in Gegenwart von Eisensalz nach Neuberg® leicht in Acetaldehyd 
(bis zu 20°, der Theorie) iibergefiihrt wird. 


1 Fortsetzung der unter dem Titel ..Zuckeroxydationen und 
setzungen‘** begonnenen Untersuchungsreihe. 

2 Siehe u.a. Bernhauer u. Nistler, diese Zeitschr. 205, 230, 1927. 

3 Zusammenfassung hieriiber siehe Bernhauer, Die oxydativen Ga- 
rungen, 8. 71. Verlag J. Springer, 1932. 

* B. 22, 2533, 1899. 

5H. 146, 63, 1925. 

® Diese Zeitschr. 67, 71, 1914. 
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Im folgenden wird ein kleiner Beitrag zur Frage der Bernsteinsau:. 
bildung aus Essigsiure bei der Einwirkung von Kaliumpersulfat 
liefert. Bei der Wiederholung der Versuche von Moritz und Wolfenst: 
erhielten wir aus 50g Eisessig unter analogen Versuchsbedingung«n 
0,2 g an roher Bernsteinséiure (Schmelzpunkt nach dem Umkristalli 
sieren 183°, Mischungsschmelzpunkt unveraindert). Trotz Variation 
der Versuchsbedingungen und vorsichtigerer Aufarbeitung konnte keir 
Erhéhung der Ausbeute erzielt werden. Es zeigte sich, da auch hier de 
Grund fiir die relativ geringe Ausbeute in der leichten weiteren Zer- 
setzung der Bernsteinséure durch Kaliumpersulfat zu suchen ist. A|s 
Zersetzungsprodukte der Bernsteinsiure konnten wir Kohlensiure 
Ameisensiure und Essigsiure auffinden. Es zeigte sich dabei, dai 
demnach ein Reaktionsgleichgewicht Essigsiure = Bernsteinséure be- 
steht, das stark zugunsten der Essigsiure verschoben erscheint und 
kaum beeinfluBbar ist. 

Es wurden z. B. 5g Bernsteinsiure mit 60g Kaliumpersulfat und 
150 cem Wasser 8 Stunden auf dem siedenden Wasserbad erhitzt und sodann 
destilliert. Das Destillat gab Reaktionen auf Essigsiure sowie Ameisen 
siure (Reduktion von Sublimat). Die Essigsiure konnte als Silberacetat 
abgeschieden werden. 

Bei einem weiteren Versuch wurden 11,8 g Bernsteinsaure, 35 g Kalium- 
persulfat und 100cem Wasser unter zeitweisem Ersatz des Wassers 
destilliert und die gebildete Kohlenséure zugleich in Barytwasser auf 
gefangen. Dabei wurden 0,914g CO, erhalten; das Destillat (200 ccm 
verbrauchte 37 ccm n/10 Lauge und reduzierte Sublimat. 

Bei der analogen Behandlung von je 1,1 g Bernsteinsaéure- in 50 ccm 
Wasser mit verschiedenen Mengen Kaliumpersulfat wurde bei Anwendung 
von 3,75g desselben am meisten fliichtige Saure erhalten (entsprechend 
4,3 ccm n/10 Lauge). Bei weiteren derartigen Versuchen konnte die Menge 
an fliichtigen Saéuren bis zu einer 7,4 ccm n/10 Lauge entsprechenden Menge 


gesteigert werden. 


Sodann zeigten weitere Versuche, daB Bernsteinsaiure auch gegen- 
iiber Kaliumhydrosulfat, das aus dem Kaliumpersulfat entsteht, nicht 
bestindig ist, und allmahlich unter Bildung fliichtiger Sauren zerfallt 


Es wurden z. B. 1,fg Bernsteinsiure mit 4g Kaliumhydrosulfat und 
50 cem Wasser 2 Stunden unter Riickflu8 im Wasserbad erhitzt und sodann 
destilliert, wobei in das Destillat geringe Mengen fliichtiger Saéuren tibet 
gingen (entsprechend 0,76 ccm n/10 Lauge) und auch Kohlensaure nach 
weisbar war. Diese Zersetzung der Bernsteinsaéure ist nicht auf den Lutt 
sauerstoff zuriickzufiihren, wie ein eigener Versuch zeigte, bei dem von 
Kohlensaure befreiter Stickstoff iiber die Reaktionsfliissigkeit (2,2 g Bern 
steinsiure, 8g Kaliumhydrosulfat, 50 cem Wasser) geleitet wurde. (©, 
Bildung war hierbei nicht nachweisbar, in das Destillat gingen dagegen 
fliichtige Sauren iiber, entsprechend 3,02 cem n/10 Lauge. Wurde unte! 
den gleichen Bedingungen statt Kaliumhydrosulfat Schwefelsiure verwendet. 
so konnten gleichfalls fliichtige Sauren nachgewiesen werden (entsprechend 
2,2cem n/10 Lauge). Es erscheint dabei denkbar, daB die Bernsteinsaur: 
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er Bildung von 2 Mol Essigséure gespalten wird, wobei der erforderliche 
\Vasserstoff einem anderen Mol Bernsteinséure entzogen wird, oder auch, 
ia8 Ameisenséiure aus dem Molekiil der Bernsteinséure abgespalten wird. 


Anhang. 


Uber die Oxydation der Essigsdure mittels Wasserstof{fsuperox yd. 


Von 


K. Bernhauer und J. Nistler. 


In einer friiheren Mitteilung! berichteten wir iiber die Einwirkung 
von Wasserstoffsuperoxyd auf Glucose und einige Abbauprodukte 
derselben. Bei dieser Gelegenheit konnten wir auch feststellen und er- 
wihnten wir kurz, daB Essigsiure von Wasserstoffsuperoxyd leicht 
angegriffen wird, wenn die Essigsiure in Form ihres Ca-Salzes in Gegen- 
wart von Calciumcarbonat angewendet wird. Dieser Befund erscheint 
recht bemerkenswert, da die Essigsiure als sehr resistent angesehen 
wird, und wenn man beriicksichtigt, daB z. B. Knoop und Gehrke® bei 
der Einwirkung von drei und mehr Mol Wasserstoffsuperoxyd auf 
Essigsiure unter den verschiedensten Bedingungen, und zwar sowolil 
mit als auch ohne Eisensulfat, in saurer, mit Baryt neutralisierter oder 
alkalischer Lésung wahrend 2 bis 4 Wochen im Brutschrank nur einen 


sehr geringen Verbrauch der Essigsiure (2 bis 4°,, und noch weniger) 
feststellen konnten. Dagegen gelang es uns, unter Einhaltung der oben- 
genannten Versuchsbedingungen schon bei Einwirkung von nur einem 
Mol Wasserstoffsuperoxyd innerhalb kurzer Zeit bei 37° etwa 14°, der 


Essigsiure zu oxydieren. 

Es wurden z. B. 20 g Ca-Acetat (entsprechend 13,6 g Essigsaéure) mit 
| Mol Wasserstoffsuperoxyd in 400ccm Wasser versetzt, 9g Calcium- 
carbonat zugefiigt und bei 37° belassen. Am fiinften Tage war das Wasser- 
stoffsuperoxyd verschwunden. In vorgeschalteten Kaliapparaten wurden 
0,886 ¢g CO, aufgefangen. Die Kohlensaéure stammt dabei entweder aus 
dem zugesetzten Calciumcarbonat und deutet dann auf Saéurebildung hin, 
oder wurde aus Essigsaéure gebildet. Ein aliquoter Teil des Filtrats wurde 
nach Zusatz von Phosphorséure der Dampfdestillation unterworfen und 
das Destillat titriert. Bezogen auf die gesamte Menge erwiesen sich 11.7 g 
Essigsaure als unverandert. In einer anderen Probe des Destillats wurde 
die gebildete Ameisenséiure mittels Sublimat bestimmt. Auf die Gesamt- 
menge bezogen wurden 0,865 g Ameisensiure erhalten, entsprechend 4,55", 
der in Reaktion getretenen Essigséiure (1,9g). Ferner konnten mittels 
Dimedon, bezogen auf die Gesamtmenge, etwa 0,03 g an Kondensations- 
produkten erhalten werden (Formaldomedon in Mischung mit Acetaldo- 
medon). 


1 Diese Zeitschr. 205, 230, 1929. 
2H. 146, 63, 1925. 
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Ferner seien hier noch zwei Vergleichsversuche mit Brenztraul 
siure und Milchséure angefiihrt, aus denen ersichtlich ist, daB dics 


beiden Séuren ein sehr verschiedenes Verhalten gegeniiber Wasserst«ff- 


superoxyd zeigen: 


10g Ca-Pyruvinat 
1 Mol H,O, in 100 cem Wasser 
3g Calciumcarbonat 
H,O, verbraucht: 
bei 37° 
Riickstand: 2,2 g in Essigséure un- 
léslich 
Kondensationsprodukt mit 
don: Null 
Ameisensaure: 0,0098 g 
Pb-Formiat: 0,026 g 
Ag-Acetat: 0,26 g 


nach 9 Tagen 


Dime- 


Der aus brenztraubensaurem 


Calcium erhaltene, in 


10g Ca-Lactat 
1 Mol H,O, in 100 cem Wasse: 
3g Calciumcarbonat 

nach 2 Tagen bei 37° 

fast vo6llig in léslich 
(CaCO,) 

0,1 g (Mischprodukt von Acetal« 
medon mit Formaldomedon) 

0,102 g 

0,3 g 

0,75 g 


Essigsiiure 


Essigséure un EF 


lésliche Riickstand hatte einen CaO-Gehalt von 21,62 °, (nach nochmaligem 


Auskochen mit Essigséiure 21,79°,), war also kein Ca-Oxalat. 
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Uber die Umwandlung aromatischer und hydroaromatischer 
Verbindungen durch Pilze. 


I. Mitteilung: 
Der Abbau der Chinasiure und der Oxybenzoesiuren. 


Von 


K. Bernhauer und H. H. Waelsch. 


Aus der biochemischen Abteilung des Chemischen Laboratoriums der 
deutschen Universitat in Prag.) 


(Eingegangen am 11. April 1932.) 


Bei der Einwirkung von Aspergillus niger auf Chinasiure wurde 
von Butkewitsch! Protocatechusiure und Brenzkatechin nachgewiesen. 
Unter Beriicksichtigung der Konstitution der Chinaséure nach Karrer, 
Widmer und Rieser? kénnen wir uns den Reaktionsverlauf folgender- 


maBen vorstellen: COOH 


| COOH 
C.OH | 


H.C CHOH 


> 


HOHC. CH, 


4™ / 
CHOH HO” HO 


OH OH 


Protocatechuséure und Brenzkatechin werden nur kurze Zeit angehauft 
und verschwinden wieder rasch aus den Pilzkulturen, wobei unter 
bestimmten Bedingungen insbesondere Oxalsdure auftritt. 

Sowohl der Abbau der Chinasiure zu den aromatischen Kérpern, 
als auch der Abbau dieser bis zu Oxalsaiure verlauft zweifellos iiber 
Zwischenkérper. Es wurde bereits a. a. O.* auseinandergesetzt, welche 
Vorstellungen wir uns tiber die Bildung aromatischer Kérper aus China- 
siure bilden kénnen, und im folgenden soll ein kleiner Beitrag zur 
experimentellen Priifung dieser Vorstellungen geliefert werden. 

Zunachst stellten wir bei 28 verschiedenen Aspergillus niger- 
Stimmen ein recht unterschiedliches Verhalten in der Bildung phenol- 
artiger Substanzen (Protocatechusiure bzw. Brenzkatechin) fest, 


1 Diese Zeitschr, 145, 442, 1924; 159, 395, 1925. 

2 Helv. 8, 195, 1925. 

3 K. Bernhauer, Die oxydativen Garungen, 8.131. Berlin, Verlag 
J. Springer, 1932. 
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indem nur drei Pilze deutliche Mengen phenolartiger Korper (Griin- 
farbung mit Eisenchlorid) bildeten. Die weiteren Versuche wurden 
sodann mit dem geeignetsten unter diesen Pilzstammen (Nr. 19) durch. 
gefiihrt. Wir stellten uns nun insbesondere die Frage, ob die oben- 
erwihnte Reaktion tiber m- oder p-Oxybenzoesaure fiihrt. In diesem 
Zusammenhang stellten wir auch tatsachlich fest, daB aus den beiden 
erwihnten Sauren durch Einwirkung von Aspergillus niger 0-Dioxy- 
verbindungen, also wohl Protocatechusiure bzw. Brenzkatechin g: 
bildet werden, wie die Griinfarbungen mit Eisenchlorid (bzw. Rot- 
farbung in alkalischer Lésung) zeigten'. Der Abbau der Chinasiure 
kénnte daher in der Weise verlaufen, daB primar eine véllige Dehydra- 
tation stattfindet, und daB erst sodann die Oxydation einsetzt, also 
gemiB dem folgenden Schema: 


COOH 


COOH COOH 

COOH 

C.OH C ' | 

H.C, SCHOH HC/7 }\CH OH 
| | _ 


HOHC. CH, OHC. (C COOH 
Hy H HC, H ) a 
CHOH CHOH 7 ‘ ‘ 


HO 


Was nun die weitere Umwandlung der aromatischen Substanzen 
anbelangt, so ist bisher auch nur bekannt, da dieselben unter Bildung 
von Oxalsiure abgebaut werden. Es ist jedoch auch hier jedenfalls zu 
erwarten, daB der Abbau iiber Zwischenprodukte verliuft, und als 
erstes Zwischenprodukt kommt insbesondere Muconsaure in Betracht. 
die sodann vielleicht in einer im Prinzip ahnlichen Weise wie Fumar- 
siure abgebaut werden kénnte. CH 


\-OH HC COOH 
—OH HC COOH 
CH 
Es wire hierbei die cis-cis-Muconsaure*® zu erwarten. Wir stellten nun 
fest, daB die Eisenchloridreaktion in den Kulturen des Pilzes auf China- 


siure und den Oxybenzoesiuren, ebenso wie auf Brenzkatechin selbst 
allmahlich abflaut. Oxalsiure konnten wir in Ansatzen mit Brenz- 


1 Fir die Isolierung der Reaktionsprodukte reichte allerdings dere: 
Menge ‘n den bisher durchgefiihrten relativ kleinen Versuchen nie aus 
2 S. auch Béseken u. Sloof, Chem. Centralbl. 1930, I, 1286. 
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katechin, Hydrochinon, Gallussaure und allen drei Oxybenzoesaéuren nach- 
weisen. Neben Oxalsaure tritt hierbei stets eine Saure auf, die ein in 
Essigsdure lésliches Calciumsalz bildet, das weitaus mehr Permanganat 
verbraucht als Ca-Oxalat. Mit der Gewinnung dieser Substanz be- 
schaftigten wir uns dann insbesondere in gréBeren Ansitzen mit Salicyl- 


siure. Die diesbeziiglichen Versuche sind noch nicht véllig abgeschlossen, 
daber soll erst spater hieriiber eingehender berichtet werden. 

Weiterhin untersuchten wir auch, in welcher Weise Inosit durch 
\spergillus niger abgebaut wird. Es zeigte sich hierbei ein relatiy 
schlechtes Wachstum, und es konnte nie, auch bei Verwendung fertiger 
Pilzdecken und Variation der Versuchsbedingungen, eine positive Eisen- 
chloridreaktion erzielt werden, die auf die Bildung von Phloroglucin hin- 
deuten wiirde, das in Analogie zum Abbau der Chinasaéure erwartet werden 
konnte. Phloroglucin selbst erwies sich nach Butkewitsch (l.c.) auch als 
(-Quelle fiir das Wachstum des Pilzes als nicht geeignet. Auch Fehling- 
sche Lésung wurde nie von Pilzkulturen auf Inosit reduziert, so daB8 in 
keiner Hinsicht eine Parallele zum rein chemischen Abbau des Inosits! 
aufgefunden werden konnte. Dagegen trat in derartigen Pilzkulturen 
Oxalsaure auf, deren Bildungsmechanismus jedoch noch v6llig unklar 
erscheint. 

Experimentelles. 

Versuchsreihe 1. 28 verschiedene Aspergillus niger-Stémme wurden 
auf folgender Nahrlésung bei 30 bis 33° geziichtet: 2°,, Chinaséure, 0,1 °, 
\mmonsulfat, 0,05°,, Kaliumdihydrophosphat, 0,01°, Magnesiumsulfat. 
Vom vierten Tage an wurden Proben entnommen und mittels Eisenchlorid- 
lssung auf Phenole gepriift. (Etwa 1 ccm der Fliissigkeit mit 0,1 ccm einer 
1°. igen Eisenchloridlésung; Zusatz von 0,1 cem 1 °,iger Sodalésung vertieft 
n der Regel die Farbe; Zusatz von 0,5 ccm derselben bewirkt Farbenum- 
schlag.) Die Kulturfliissigkeiten der Pilze Nr. 9, 13 und 19 ergaben vom 
vierten Tage an deutliche Griinfarbungen, mit Umschlag in Rot auf Natrium- 
carbonatzusatz; am sechsten Tage war nur noch bei Stamm Nr. 9 schwache 
Reaktion vorhanden, die an den nachsten Tagen auch verschwand. Am 
neunten und zehnten Tage fielen Proben auf Oxalsdiure negativ aus. Am 
elften Tage gaben die Kulturen des Pilzstammes Nr. 21 schwach positive 
Reaktion auf Oxalsdure. 

Versuchsreithe 2. Analog wie zuvor. Verwendung der Pilze Nr. 9, 13 
ind 19. Vergleich von freier Chinaséure mit deren Ca-Salz. Aus Lésungen 
des letzteren (mit Nahrsalzen) bildeten sich nur Mycelflocken mit geringer 
Sporenbildung. Ejisenchloridreaktionen stets negativ. In den Lésungen 
mit freier Chinaséure war die Eisenchloridreaktion iiberall bereits am 
zweiten Tage stark positiv, ebenso am dritten und vierten Tage. Am fiinften 
Tage flaute die Reaktion bereits langsam ab, nur Versuche, die infolge der 
Probeentnahme etwas mit Fliissigkeit bedeckt waren, zeigten einen lang- 
sameren Verbrauch der Phenole. Pilzstamm Nr. 19 zeigte stets die starkste 
Phenolreaktion und den langsamsten Abbau der Phenole; derselbe erschien 
daher fiir die weiteren Versuche am geeignetsten. 

Versuchsreihe 3. Vergleich der Umwandlung von Chinasaure bei 
lirekter Einwirkung des Pilzes (Nr. 19) sowie bei Einwirkung fertiger (auf 

1 Neuberg, diese Zeitschr. 9, 551, 1908. 


Biochemische Zeitschrift Band 249. 
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Rohrzucker entwickelter) Pilzdecken. Es zeigte sich dabei in der Phe: 
bildung kein wesentlicher Unterschied. Auch das Wachstum ist auf Ch 
saiure wie auf Rohrzucker ziemlich gleichartig. 

Versuchsreihe 4. Verarbeitung von Brenzkatechin in 0,05-, 0,1-, 0.2 
und 0,3°%iger Lésung (mit Ammonsulfat bzw. Pepton, sowie Salze: 
Bei der héchsten angewendeten Konzentration bildete sich ein zusammen 
hingendes Mycel mit guter Sporenbildung. Nach etwa 1 Monat bei 35 
war die Eisenchloridreaktion iiberall negativ, das Brenzkatechin demnach 
verbraucht. 

Versuchsreihe 5. Verarbeitung von Brenzkatechin durch fertige Pilz 
decken. Diese wurden auf Rohrzucker-Pepton entwickelt und sodann avi 
Lésungen mit 0,1, 0,5, 1 und 2° Brenzkatechin gebracht. Bei den zwei 
niedrigeren Konzentrationen war die Eisenchloridreaktion bereits nach 
3 Tagen wesentlich schwacher und verschwand alsbald véllig, wahrend die 
beiden héheren Konzentrationen nach 14 Tagen noch unverdandert stark: 
Reaktion gaben. 

Versuchsreihe 6. Vergleich der Verarbeitung von Inosit, Brenz 
katechin, Hydrochinon, Gallusséure und Salicylsiure durch fertige Pilz- 
decken (auf Rohrzucker geziichtet). Bildung von Oxalsiéure konnte aus 
allen Substanzen nachgewiesen werden. Die besten Werte wurden dann 
erhalten, wenn die Substanzen in Form ihrer Natriumsalze bzw. in Gegen- 
wart von Natriumbicarbonat zur Anwendung kamen. Nach 22 Tagen 
wurden die Versuche abgebrochen (die Eisenchloridreaktionen waren bereits 
iiberall negativ) und folgende Oxalsaiurewerte erhalten : 

Inosit (2°%,ig, mit 0,5°% NaHCO,): 0,164 g (0,111 g) avs 2g. 

Brenzkatechin (0,5 + 0,2°% NaHCO,): 0,223 g aus | g. 


Hydrochinon (0,5 + 0,2°% NaHCQOs): 0,095 g aus 1 g. 
Gallussiure (5°, mit Soda neutralisiert): 0,34 g (0,323 g) aus lig. 
Salicylsiure (5°, mit Soda neutralisiert): 2,18 g (2,14 g) aus lig 


Versuchsreihe 7 Verarbeitung von Na-Salicylat und Na-Gallat bei 
direktem Wachstum der Pilze auf den betreffenden Lésungen (px = 6,4 
Na-Salicylat ergibt iiberhaupt kein Wachstum. Auf Na-Gallatlésungen 
findet schwaches Wachstum (Mycelgewichte 0,01 bis 0,03 in 1- bis 5 °,iger 
Lésung, 20 cem) sowie Oxalsaurebildung statt. 

Versuchsreihe 8. Verarbeitung von Na-p-Oxybenzoat (px = 4,6). Mycel 
entwicklung in | °,,iger Lésung am starksten (0,18 bis 0,23 g Mycel aus 20 cen 
Lésung; in 2°%iger Lésung 0,12 g, in 5°%iger 0,07 g). Die Eisenchlorid 
reaktion (rotviolette Farbung in schwach alkalischer Lésung, Griinfarbung 
in schwach saurer Lésung) war vom 3. bis 16. Tage positiv, und zwar a! 
starksten in der 1°,igen Lésung; bei den anderen Konzentrationen a!) 
11. Tag nur noch schwach. Bei Versuchen mit fertigen Pilzdecken (aut 
Rohrzucker zur Entwicklung gebracht) waren die Ejisenchloridreaktionen 
dagegen in 5",iger Lésung am starksten und hielten hier auch am langsten 
an (schwacher ab 13. Tag). Oxalsaiure konnte iiberall nachgewiesen werden 

Versuchsrethe 9. Verarbeitung von Na-m-Oxybenzoat (px = 6,5). Die 
Versuche wurden in analoger Weise wie in Versuchsreihe 8 durchgefiihrt und 
nahmen auch einen ahnlichen Verlauf. Die Eisenchloridreaktionen waren 
iiberall zumeist schwacher als auf p-Oxybenzoat. Oxalséure konnte tibera! 
nachgewiesen werden. Mycelentwicklung in 20cem Lésung: 1° ig: 0.2 
bis 0,025 g; 2 %ig: 0,06 bis 0,08 g; 5°, ig: 0,115 bis 0,14 g. 
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Zur Kenntnis der Zuckercarbonsiuren. 


Ill. Mitteilung: 
Ein Beitrag zur Darstellung der Gluconsiure. 


Von 

K. Bernhauer und K. Irrgang. 
Aus der biochemischen Abteilung des chemischen Laboratoriums der 

deutschen Universitat in Prag.) 

(Eingegangen am 14. April 1932. 
Vor kurzem berichtete Pichon! iiber die Oxydation von Glucose 
mittels Brom und Riickverwandlung der gebildeten Bromwasserstoff- 
siure durch Wasserstoffsuperoxyd in Brom sowie Abtreibung dieses. 


Im folgenden soll tiber die eingehendere Untersuchung dieses Weges 
zur Darstellung von Gluconsiure berichtet werden?, da die von dem 
genannten Autor gemachten Angaben sehr mangelhaft erscheinen. 


Pichon geht in der Weise vor, daB er nach iiblicher Durchfiihrung der 
Oxydation 5°, tiber die berechnete Menge Wasserstoffsuperoxyd (etwa 
30°,ig) in kleinen Portionen in die siedende Lésung von Gluconsaéure und 
Bromwasserstoffsiure eintragt. Die schlieBlich bromfreie Lésung, die noch 
etwas Salzsiure enthalt, wird dann mit der berechneten Menge Silberoxyd 
entchlort und auf die gewiinschten Salze weiter verarbeitet. 

Es wurden zunachst Versuche durchgefiihrt, die zeigen sollten, ob es 
nicht méglich ware, nach dieser Methode mit einer geringen Brommenge 
auszukommen, indem dieses nach jeweiliger Oxydation der Glucose durch 
Wasserstoffsuperoxyd wieder regeneriert werden sollte, um von neuem in 
den Proze8 einzutreten. Es zeigte sich jedoch, daB unter diesen Bedingungen 
wegen der geringen angewendeten Brommengen sowohl die Oxydation als 


? Bull. sc. pharm. 37, 51, 1930. 

2 Die beste rein chemische Methode der Gluconséuredarstellung, 
sowohl hinsichtlich der Durchfiihrung als auch der Aufarbeitung, ist zweifel- 
los die der elektrolytischen Oxydation in Gegenwart von Calciumbromid, die 
in jiingster Zeit von Isbell und Frush (Bureau of Standards J. of Res. 6, 
1145, 1931) ausgearbeitet wurde. Als die Publikation dieser Autoren er- 
schien, war der experimentelle Teil der vorliegenden Arbeit bereits ab- 
geschlossen. 


15* 
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auch die Bromregeneration sehr geringfiigig ist, so daB man auf diese W: 
nicht zum Ziel gelangen kann. 


Bei der Oxydation der Glucoselésung mit Brom unter Schiittel)' 
zeigten sich ganz interessante Einzelheiten. Der Hauptverbrauch von 
freiem Brom fallt in den Zeitabschnitt, in dem das zugesetzte Brom 
in Lésung geht, also zumeist in die ersten 15 bis 20 Minuten des Prozessc- 
Dann nimmt das freie Brom, je nach der zugesetzten Menge, noch etwa 
5 bis 6 Stunden deutlich ab, und sodann geht der ProzeB noch tagelang 
weiter, solange eben noch Restglucose vorhanden ist. Bei einem Uber. 
schuB an Brom (15 bis 30°) tritt dieser Stillstand natiirlicherweise 
bedeutend friiher ein. Diesem Reaktionsbild folgend, haben wir bei 


spiteren praparativen Versuchen immer so gearbeitet, daB wir bei 


Anwendung eines Bromiiberschusses die Oxydation nach dreistiindige: 
Schiitteldauer unterbrachen und die Lésungen weiter verarbeiteten” 
Die Tabelle I soll die gemachten Beobachtungen naher erléutern (es 
wurden dabei jeweils 200 g Glucose mit der angefiihrten Menge Brom 
versetzt und nach verschiedenen Zeiten die Menge des Restbroms fest- 
gestellt; die Temperatur bei der Oxydation betrug 20 bis 30°). 


Tabelle I. 





. Brommenge Restbrom* nach 
Versuch 


Nr. g 0/9 d. Th. || 20Min.| 1Std. | 2Std. 4Std.. 7Std. 21 Std. 





14 177 100 34,8 27 25, 24,3 23 19,6 
15 205 115 40 31,8 31, 30 28,8 
16 230 130 46,9 43,1 — 42 40,6 37,4 


* In %, des angewendeten Broms, 


. Diese Ergebnisse bilden daher eine Bestaétigung der Ansicht 
Kilianis?, da8 nur jenes Brom bei der Oxydation stark wirksam ist. 
das nicht in der Bromwasserstoffsaiure gelést ist, sondern in fliissigem 
Zustande zur Reaktion gelangt. 


Bei den Bromregenerierungen unter Verwendung von 3°,igem 
Wasserstoffsuperoxyd war nur sehr schwache oder keine Einwirkung 
zu beobachten. Erst die Anwendung von 30°,igem Wasserstoffsuper- 


1 Kiliani (B. 62, 588, 1929) wies vor kurzem darauf hin, daB di 
Glucoseoxydation mit Brom durch Schiitteln beschleunigt wird, doc! 
fiihrten bereits 10 Jahre friiher Herzfeld und Lenart (Chem. Centralbl. 1919, 
III, 44) die Oxydation unter Schiitteln durch. 

2 Bei groBen Versuchen (5 bis 10 kg Glucose) ergab sich als best: 
Methode, an drei aufeinanderfolgenden Tagen je 5 Stunden zu schiitteln. 

3 A. 205, 182, 187, 1880. 
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-vd fihrte zum Ziele. Pichon verwendet ein Peroxyd mit einem Gehalt 

n 104 Vol.-°, und gibt an, daB man auch ein solches von einem viel 
niedrigerem Gehalt verwenden kann, was wir demnach nicht bestatigen 
konnen. Sehr unangenehm fiel die Eigenzersetzung des Peroxyds auf, 
besonders bei gréBeren Versuchen, bei denen auch ein wesentlicher 
UberschuB iiber die Theorie angewendet werden muBte. 


Um diesem Ubelstand abzuhelfen, versuchten wir einerseits die Lebens- 
dauer des Peroxyds bei den einzuhaltenden Temperaturen durch geeignete 
Stabilisatoren zu erhéhen, und andererseits durch geeignete Katalysatoren 
einen rascheren Eintritt des Peroxyds in die Reaktion herbeizufiihren, so 
daB ihm dadurch die Moéglichkeit zur Eigenzersetzung genommen ware. 
Versuche ergaben, da8B die Priaparate Nipagin und Nipasol' bereits in kleinen 
Mengen die Lebensdauer des Wasserstoffsuperoxyds bei Thermostaten- 
temperatur um das etwa Zehnfache erhéhen*. Bei den fiir unsere Zwecke 
erforderlichen Temperaturen bewirkten jedoch auch die genannten Praparate 
keine Ersparnis an Peroxyd. Das von uns verwendete Peroxyd selbst 
enthielt als Stabilisator etwas Phosphorsaure. 


Muthmann und Nagel*® berichteten iiber die Bildung von Permolyb- 
daten aus Molybdaten und Wasserstoffsuperoxyd. Diese Permolybdate 
sollen Bromwasserstoffséure stirker oxydieren als Wasserstoffsuperoxyd 
allein. Es zeigte sich auch tatsachlich, daB eine n/10 Bromwasserstoffsaiure 
mit 0,05°,, Molybdan (als Molybdat angewendet) auf Zusatz von Wasser- 
stoffsuperoxyd sofortige Bromabscheidung ergibt, wihrend Peroxyd allein 
erst nach etwa '/, Stunde schwache Gelbfarbung hervorruft. Schwach mit 
Brom voroxydierte Glucoselésungen ergaben nach Zusatz von Wasserstoff- 
superoxyd bei Thermostatentemperatur einen viel rascheren Peroxyd- 
verbrauch als Glucoselésungen, die kein Brom enthielten. Dies kénnte 
auch eventuell auf den friiher erwahnten KreisprozeB hindeuten, bediirfte 
aber einer eingehenderen Untersuchung. 


Bei den Bromregenerationen arbeiteten wir so, daB das durch 
Zusatz von 30°, igem Wasserstoffsuperoxyd in Freiheit gesetzte Brom 
durch Wasserdampf abgetrieben und entweder in elementarer Form 
aufgefangen, oder in Kalilauge bzw. Glucoselésung eingeleitet wurde. 
Solange noch Bromwasserstoffsiure in ausreichender Konzentration 
in der Lésung vorhanden ist, verlauft die Oxydation mittels Wasserstoff- 
superoxyds recht glatt; von einem bestimmten Punkte an verkocht 


jedoch das zugesetzte Peroxyd unter Sauerstoffentwicklung, ohne mit 


der noch vorhandenen Bromwasserstoffsaure zu reagieren. Wenn man 
derartige Lésungen auf etwa die Halfte konzentriert, geht auf Zusatz 


1 Siehe Chem. Centralbl. 1930, I, 257, 860, 1329. 

2 Peroxydlésungen mit Zusatz von Nipagin gaben z. B. nach zwei- 
monatigem Stehen im Thermostaten bei 37° noch alle Peroxydreaktionen 
sehr deutlich, wahrend in den Parallelversuchen ohne Zusiétze das Peroxyd 
nach 7 Tagen bereits véllig verschwunden war. 

5 B. 31, 1826, 1898. 
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von Wasserstoffsuperoxyd die Bromabscheidung wieder prompt 
sich, bis sie bei einer bestimmten Minimumkonzentration an Bro 
wasserstoffsaure wieder stillsteht. 


Das Einengen der Lésungen gestalteten wir bei einigen Versuchen 
zu einem kontinuierlichen ProzeB8, indem wir ungefaéhr in dem Ausma\; 
in dem das frei werdende Brom abdestillierte, die Fliissigkeit mit iibe; 
hitztem Dampf im Sandbad eindampften. Auf diese Weise erhielten 
wir Lésungen, die nur noch 1,09 bis 1,8°,, der Bromeinwaage an Bron 
wasserstoffsiure enthielten. Der Verbrauch an Peroxyd betrug dabei 
36°, iiber die Theorie. Solche Lésungen waren anfangs farblos, dunkelten 
beim Erkalten jedoch nach, lieferten aber trotzdem nach dem Neutrali 
sieren mit Calciumcarbonat und Entfairben mit Tierkohle ein schénes 
weibes Ca-Gluconat. Lésungen, die schonender behandelt worden 
waren (Dampftemperatur etwa 120°, Bad 100 bis 120°) blieben auch 
nach dem Stehen iiber Nacht farblos, enthielten aber noch 4 bis 6 
der Bromeinwage an Bromwasserstoffsaure. 

Beim Eindestillieren des Broms in vorgelegte Kalilauge wurde dasselbx 
gut absorbiert; dabei sammelte sich ein betrachtlicher Teil desselben in 
fliissiger Form am Boden der Vorlage an. Reine, bromfreie Glucoselésungen 
absorbierten éuBerst schlecht, so daB Bromdaimpfe in Strémen entwichen 
Glucoselésungen, die schon voroxydiert waren, und daher Bromwasserstoff 
siure enthielten, absorbierten wesentlich besser. Es wurde daher in det 
Weise vorgegangen, daB jeweils zwei Flaschen mit konzentrierter, schwach 
voroxydierter Glucoselésung verwendet wurden. Jeweils wurde eine vor- 
gelegt, bis das Absorptionsvermégen erschépft war, und sodann gegen die 
zweite ausgetauscht, waihrend die erste auf die Schiittelmaschine gegeben 
wurde. War das Absorptionsvermégen der zweiten ersch6pft, wurde wiede: 
gewechselt. Zum SchluB wurde die noch fehlende Brommenge hinzugefiigt 
und der ProzeB zu Ende gefiihrt. Bei den beschriebenen Versuchsanord 
nungen (Auffangen des Broms in Lauge oder Glucose) konnten durch 
schnittlich 60 bis 70°, der Bromeinwaage wieder zuriickgewonnen werden 
Bei diesen Versuchen tauchten die Vorst6éBe der Kiihler in die Fliissigkeit 
ein. Infolgedessen war im Inneren des Kolbens ein Uberdruck vorhanden, 
begleitet von einer Erhéhung der Innentemperatur, was bei gréBeren Ver- 
suchen eine starke Eigenzersetzung des Wasserstoffsuperoxyds bewirkte 


In weiteren Versuchen lieBen wir daher das Brom unter ent- 
sprechenden VorsichtsmaBregeln einfach in einen Scheidetrichter ab- 
tropfen. Dadurch stellte sich die Innentemperatur der Kolbenfliissigkeit 
in gewissen Grenzen unabhaingig von der Bad- und Dampftemperatur 
stets auf 97 bis 98° ein. Unter diesen Bedingungen kommt auch das 
Wasserstoffsuperoxyd am besten zur Wirkung. Dabei lieBen sich 7\) 
bis 80°, der zugesetzten Brommenge in elementarer Form auf cic 
Waage bringen, doch fanden immer noch infolge Mangeln der Apparatw 
Verluste statt. Wahrend des Destillationsprozesses nimmt die Menge 


der Restglucose noch um ejnige Prozent ab. 
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Experimentelles. 


Die Oxydationen wurden stets auf der Schiittelmaschine vor- 
venommen. Als SchiittelgefaBe dienten fiir die kleinen Versuche unten 
tubulierte Flaschen von 3 Liter Inhalt. In den unteren Tubus waren 
Hihne zum Ausgleich eines Uberdruckes eingedichtet; der obere Tubus 
wurde gut verschlossen. Die Temperaturen blieben in den Grenzen 
25 bis 35°, so daB sich eine spezielle Kiihlung als iiberfliissig erwies. 
Fur groBe Versuche wurden sogenannte Saéureballons von etwa 30 Liter 
Inhalt verwendet. Dieselben waren mit gut paraffinierten Korken 
verschlossen, in denen ein Thermometer und ein Hahn fiir den Druck- 
ausgleich steckten. Da bei den groBen Ansitzen starke Erwarmung 
eintrat, muBte die Temperatur durch Eiszusatz und auBere Eiskiihlung 
tief gehalten werden. (Ein Ansatz bestand z. B. aus 5 kg technischer 
Glucose, 5 kg Wasser, 5 kg Eis und 3,9 kg Brom.) Die normale Innen- 
temperatur betrug dann 25°. 


Die Destillationen wurden in Jenaer Rundkolben von 2 bzw. 


20 Liter Inhalt (mit 8 kg Fliissigkeit) vorgenommen, die durch Sand- 
bider, spaiter durch Wasserbider angeheizt wurden. Den VerschluB 
bildete ein gut paraffinierter Kork. Durch denselben fiihrte ein weites, 
bis auf den Boden reichendes, unten rechtwinklig abgebogenes Glasrohr, 
durch das in maBigem Strome vollkommen ,,trockener’* Wasserdampf 
eingeleitet wurde. Ein Thermometer mit langem Hals fiihrte bis in die 
Flissigkeit und ferner war im Kork noch ein Tropftrichter fiir den 
Zusatz des Wasserstoffsuperoxyds und ein gebogenes Rohr fiir die 
abdestillierende Fliissigkeit eingesetzt. Der Kiihler enthielt ein be- 
sonders weites Kiihlrohr, das iiber einen VorstoB in einen Scheidetrichter 
miindete. In den Tubus desselben war ferner ein RiickfluBkihler ein- 
gesetzt, von dem aus wieder ein Rohr in einen abwirts fiihrenden 
Kiihler und dieser in einen Scheidetrichter miindete. Eventuell noch 
entweichende Bromdaimpfe wurden schlieBlich durch Kalilauge oder 
Kisenfeile absorbiert. Die Verbindungen zwischen den einzelnen 


Apparaturstiicken (insbesondere Réhren) wurden, falls nicht Korke 


notwendig -waren, durch maBig feuchten Glaskitt hergestellt, der vor- 
trefflich abdichtete und vom Brom nicht angegriffen wurde. 


Nachdem die Temperatur im Kolben auf 40 bis 50° gestiegen war, 
wurde mit dem Zusatz des Wasserstoffsuperoxyds begonnen. Die 
Temperatur stieg auf 100 bis 101°, um sich dann spontan auf 98° ein- 
zustellen. Sobald auf Peroxydzusatz keine Bromregeneration mehr 
eintrat, wurde die farblose Lésung ausgehebert und noch hei mit 
Caleiumearbonat neutralisiert. Dabei farbte sie sich dunkelbraun, 
doch wurde nach zweimaliger Behandlung mit Tierkohle ein hellgelbes 
Filtrat erhalten, aus dem sich nach dem Verdampfen im Vakuum das 
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Ca-Gluconat in leicht absaugbarer Form ausschied. Die Ausbe: _ © 
zahlen in der Tabelle Il beziehen sich auf die erste Kristallisation, a!, Lode 
ohne Verarbeitung der Mutterlaugen. Vielfach schieden sich schon an \ 
beim langeren Stehen der  neutralisierten Lésungen bei Zimm«: Benu 
temperatur bis 40°, an Ca-Gluconat (bezogen auf angewendete Gu. herge 


cose) ab. \ush 


Die Produkte der ersten Abscheidung wiesen zumeist einen ziem.- halt 
lichen Bromgehalt auf, der auch nach wiederholtem Umkristallisieren Di 
nicht véllig entfernt werden konnte. Durch Anteigen mit wenig Wasse1 der | 
stoff: 


Dam 


und Abpressen in der hydraulischen Presse konnte jedoch nach zwei 
maliger Behandlung ein praktisch bromfreies Produkt erhalten werden 

‘ is fa . & : ‘ ; a 
Produkte, die aus verdiinnter Lésung bei tiefer Temperatur auskristalli- bis 2 


sierten, erwiesen sich gleichfalls als fast véllig bromfrei. Ferner gelingt 


die Entfernung des vielfach hartnackig anhaftenden Calciumbromids 
durch Behandlung des Produktes mit Methyl- oder Athylalkohol. 


Die Durchfiihrung und die Ergebnisse einiger Kleinversuche sin« 
in Tabelle 11 wiedergegeben. 


Tabelle 11. 





Restglucose Rest- 
Brommenge nach der brom Ab- Ca-Gluconat 
ies —\ nachd.  destil- Destil- H, 02 %o der 
Oxy- | Destil-  Destil- _ liertes lations- 0/9 an- 
9 H ti ‘ Brom dauer d. Th rewendeter 
0 dation lation lation Reco fo nny 
£ d. Th. a Glucose 


0 0 0 0 
0 0 0 6 


100 288 6,73 1Std. 100 

115 186 605 60 3 |1M, Std. 100 
230 = 180 7,2 5  28td. 100 
1245 100 : 22.1 6,7 | 35 Min. 100 
165,5 115 20,5 131 0 |30 , 100 
123 100 25 30 . 100 
123 100 3 | 187 ; 2 (13), Std. 130 
123 100 2 104 3 | 23), Std. 130 


Anmerkung. Die Versuche 14 bis 16 waren mit je 200g Reinglucos: 
durchgefiihrt, die anderen angefiihrten Versuche mit technischer Glucose. 
die entweder durch Hydrolyse mit Schwefelséiure (Versuche 17 und !* 
oder mit Salzséure hergestellt war (sonstige Versuche). Es kamen dal» 
gleichfalls stets je 200g zur Anwendung, bezogen auf Reinglucose als 
weniger, und zwar je 145g bei den Versuchen 17 und 18, und je 140 g I» 
den anderen Versuchen. Die angefiihrten Zahlen (Restglucose, Rest 
brom usw.) stellen jeweils Prozente der angewendeten Mengen vor. Di 
Ausbeuten an Ca-Gluconat beziehen sich auf die jeweils wirklich angewendet: 
Glucose. 


Die Versuche 14 bis 16 zeigen, wie durch Erhéhung der Brommeng: 
die Ausbeute an Ca-Gluconat gesteigert wird, wobei die Restgluco» 
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nach der Oxydation stark herabgeht. Auch die prozentuelle Menge an 
.bdestilliertem Brom steigt wesentlich an, ohne daB ein Uberschub 
an Wasserstoffsuperoxyd angewendet zu werden braucht. Bei der 
Benutzung technischer Glucose, die durch Schwefelsiurehydrolyse 
hergestellt war (Versuche 17 und 18), erhielten wir weitaus bessere 
\usbeuten an Ca-Gluconat als bei Verwendung von Glucose, die chlorid- 
haltig, also durch Salzsiurehydrolyse gewonnen war (z. B. Versuch 20). 
Die Versuche 23 und 25 zeigen, in welchem AusmaB das Restbrom aus 
der Flissigkeit verschwindet, wenn mit einem Uberschu8 an Wasser- 
stoffsuperoxyd gearbeitet und die Fliissigkeit zugleich im iiberhitzten 
Dampfstrom eingekocht wird. Die Dampftemperatur betrug dabei 180 
bis 200°, die Badtemperatur 140 bis 160°. 











Die Vakat-Sauerstoffbestimmung als Mikromethode. 
Von 
H. R. Kanitz. 


(Aus den seminaristischen Ubungen fiir pathologische Physiologie an de1 
Universitat Berlin.) 


(Eingegangen am 26. April 1932.) 


Die Untersuchungen Bickels und seiner Schiiler iiber die Bedeutung 
der Lage des Harnkohlenstoffquotienten fiir die Beurteilung der Oxydation 
in vornehmlich qualitativer Hinsicht war fiir H. Miiller (1) die Ver. 
anlassung, an Stelle des dysoxydablen Harn-C die gesamte Menge 
mangelhaft oxydierten Materials im Harn zu bestimmen bzw. dir 
O,-Menge zu ermitteln, die erforderlich ist, um alle Harnsubstanzen 
vollstandig zu oxydieren. Das Verhiltnis dieser Sauerstoffmenge 


Vakat-O — zu dem Harn-N wird dann als der Oxydationsquotient 
bezeichnet. 7. Osuka (2) stellte spaiter mit den beiden Quotienten, 
Kohlenstoff- und Oxydationsquotienten, des Harns eine neue Be- 
ziehung auf. Er eliminierte den Gesamtstickstoff des Harns, indem er 
den Oxydationsquotienten durch den Kohlenstoffquotienten dividiert: 
also das Verhaltnis O: C bildete. An diesem Quotienten meint Osuka 
noch leichter die pathologischen Verainderungen im Stoffwechsel 
studieren zu kénnen. Uber die Natur der ausgeschiedenen Substanzen 
vermag auch dieser Quotient keine Auskunft zu geben; nur die pri- 
parative Aufarbeitung des Harns kann da zum Ziele fiihren. 

Berechnet man fiir die allgemein bekannte Zusammensetzung des 
Harns die theoretischen Werte fiir den Quotienten O: C, so findet man 
einen Wert von etwa 2. Die erheblichen Mengen Harnstoff erhéhen 
in dem Quotienten O: C den Nenner, ohne den Zahler zu beeinflussen., 
da der Harnstoff als héchstes Oxydationsprodukt keinen Vakatsauerstof! 
gibt. Werte von 3,6 bis 4 wiirden auf Kohlenwasserstoffe hindeuten 
die jedoch im normalen Harn unbekannt sind. In der Tat hat Osuka 
solche Werte im Harn gefunden, als er die Vakat-O-Bestimmung 
nach der neuen (zweiten) Miillerschen Methode und die C- Bestimmung 
nach seiner eigenen Halbmikromethode ausfiihrte. Die Kohlenstof! 
bestimmung nach der neuen Methode von Osuka war einwandfrei, wi 
die Kontroll- und Leerversuche zeigten. Der Fehler mufte also in der 
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Lestimmung des Vakatsauerstoffs liegen. Das gab mir Veranlassung zur 
Nachpriifung der Vakat-O-Methode. H. Miiller (1) iibernahm fiir diese 
\akat-O-Bestimmung eine Methode, die Strebinger (3) zur Ermittlung 
des Sauerstoffgehaltes organischer Verbindungen angewandt hatte 
H. Miller behandelt in seinen Arbeiten die Theorie so ausfiihrlich, daB 
ich hier nicht darauf einzugehen brauche. Wohl mu8 ich mich mit dem 
methodischen Teil der Miilles schen #&rbeiten auseinandersetzen, denn 
Miller hat selbst seine urspriinglich angegebene Methodik variiert, 
weil er bei einer spateren eingehenden Kontrolle entdeckt hatte, dab 
lic Analysenwerte unzuverlissig waren. 

Die entscheidenden Punkte der Miillerschen Analyse sind: 
1. Schwefelsiurekonzentration des Reaktionsgemisches und damit zu- 
sammenhangend die Oxydationstemperatur, 2. die Dauer und die Art 
des Erhitzens. 

Bei seiner ersten Methode wahlte Miiller ein 66°.iges und bei 
seiner zweiten Methode ein 80°, iges Reaktionsgemisch, berechnet auf 
Volumenprozente Schwefelsiure. In flachbodigen Erlenmeyer-Kolben 
von 500 cem erhitzte er 40 ccm. Es ist dieses Verhaltnis der GréBe 
des GefaBbodens zum GefaéBinhalt meiner Meinung nach zu ungiinstig. 
Denn infolge der lokalen Uberhitzungen, die bei der groBen Erhitzungs- 
flaiche auftraten, erhielt Miiller gleitende Werte. Er selbst erklart diese 
gleitenden Werte, die meines Erachtens eine Folge der Uberhitzungen 
und der langen Dauer der Bestimmung sind, nur durch mangelhafte 


Oxydation der Harnsubstanzen. Deshalb erhéht er die Schwefelsdure- 


konzentration, um vollstandiger oxydieren zu kénnen. Das ist der 
Kernpunkt seiner zweiten Methode. Er findet aber jetzt bei seiner 
zweiten Methode im Gegensatz zu seiner ersten einen Blindwert. 
H. Miiller steht mit seinen beiden Methoden gewissermaBen zwischen 
Seylla und Charybdis. Soll er mangelhafte Zersetzung der zu analy- 
sierenden Harnsubstanzen mit in Kauf nehmen, oder soll er auf einer 
volligen Oxydation dieser Substanzen bestehen und dann durch Zer- 
setzung des Kaliumjodats sein Analysenergebnis triiben lassen / 

Vom analytisch-chemischen Standpunkt ist dazu zu sagen, dab 
erstes Erfordernis einer Methode ist, daB sie keinen Blindwert hat 
Aus diesem Grund wiirde ich mich — bei richtiger Erhitzung fiir 
die erste Miillersche Methode entscheiden. Dagegen kénnte man ein- 
wenden, daB speziell in pathologischen Harnen unbekannte Substanzen 
sein kénnen, die bei der hier verwendeten Saurekonzentration der 
Oxydation entgehen, daB wir also gerade das, was wir mit dieser summari- 
schen Methode findeh wollen, nicht finden kénnen. 

Mit der zweiten Miillerschen Methode erhalt man gewiB absolut 
falsche, d. hh. zu hohe Werte, bei gleichmaBigem technischen Arbeiten 
bekommt man aber, wie die Erfahrung lehrt, hier ebenso wie mit der 
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ersten Miillerschen Methode Werte, die gut untereinander vergleich},.; 
sind, da der Blindwert dann annahernd konstant ist. Bei der }; 
rechnung von O:C nach Osuka verdeckt aber der Blindwert diese 
zweiten Miillerschen Methode zum Teil vorhandene, bedeutungsvo)|; 
Schwankungen. Das haben wir in mehreren Fallen zweifelsfrei gesehen 

Aufgabe einer methodischen Neubearbeitung des Vakat-O-: 
stimmungsverfahrens war die Ausschaltung des Blindwertes bei voll. 
stindiger Oxydation aller in Frage kommenden Substanzen. Durch 
Leerversuche ist leicht festzustellen, ob eine Methode einen Blindwert 


gibt oder nicht. DaB alle Substanzen oxydiert werden, ist dagegen 
schwerer zu beweisen. Der einzig gangbare Weg ist nur der, daB man 
bei verschiedenen Reinsubstanzen den theoretisch errechneten Vakat-(- 
Wert mit dem durch die Analyse gefundenen vergleicht. Praktisch 
kann man diesen Vergleich natiirlich nur an einzelnen Stichproben 
von Substanzen verschiedener Kérperklassen durchfiihren. 


Ich habe nun eine Methode der Vakat-O-Bestimmung unter An- 
lehnung an die Miillerschen Methoden ausgearbeitet, die folgende 
Eigenschaften und Leistungen aufweist. Ich nehme das hier voraus 

1. Die Methode ist eine Halbmikromethode, die auch ohne weiteres 
als Mikromethode ausgefiihrt werden kann. 

2. Die Zeitdauer der Analyse betragt etwa 40 Minuten. 

3. Die Methode ist als reine MaBanalyse durchgebildet. 

4. Die Methode gibt keinen Blindwert. 

5. Die Methode ist an den herangezogenen reinen Kontroll- 
substanzen analysenscharf. 

Als einziger Einwand gegen diese Methode ist vom physiologischen 
Standpunkt nur geltend zu machen, ob es in allen Fallen gelingt, un- 
bekannte Harnsubstanzen mit unbekannter Konstitution und damit 
auch unbekannter Oxydierbarkeit in ihrem Vakat-O-Wert restlos zu 
erfassen. Das ist allerdings ein Einwand, der auch bei der nassen 
Oxydation des Harns fiir die Harn-C-Bestimmung gemacht worden ist 
dessen Schwere sich aber als unerheblich herausgestellt hat. 


Experimenteller Teil. 


1. Erforderliche Lésungen. 


. Reine konz. Schwefelséure, spez. Gew. 1,84. 


to 


. n/5 oder n/10 Thiosulfatlésung. 
Kaliumjodat, rein. 
. n/10 Silbernitratlésung. 


ne Oo 


~ 


20°,ige Kaliumchromatlésung. 


~ 
os 


1 


1°.ige Starkelésung. 
Jodkalium, rein (D. Ap. V.). 
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Vakat-Sauerstoffbestimmung als Mikromethode. 


2. Herstellung des Kaliumjodat-Schwefelsduregemisches. 


In einen MeBkolben von 100 cem werden 2 bis 3g reines Kaliumjodat 
Handwaage) und 20ccm Wasser gegeben. Dieses Gemisch wird nun 


vorsichtig mit reiner konz. Schwefelséure (spez. Gew. 1,84) aufgefiillt. 
Die klare Lésung wird nach dem Abkiihlen mit Schwefelsdure bis zw 
Marke nachgefiillt (erforderlich etwa 85ccm). 5cem werden entnommen 
nd nach dem Verdiinnen mit destilliertem Wasser mit festem Jodkalium 
versetzt, bis eine klare, rotbraune Lésung eintritt. Das in Lésung befindliche 
Jod wird nun mit Thiosulfatlésung in der tiblichen Weise auf Gelbfarbung 
ind nach Zusatz von Starkelésung auf Entfarbung titriert. Diesen Titer 
behalt das Kaliumjodat-Schwefelsiuregemisch sehr lange bei. 


> 


3. Ausfiihrung der Oxydation. 


Fiir die Oxydation des Harns benutzt man zweckmaéBig, wie oben aus- 
gefiihrt wurde, Rundkolben von 100 ccm mit eingeschliffenem RiickfluB- 
kiihler. Der Rundkolben wird, um lokale Uberhitzungen zu vermeiden, 
auf einem Drahtnetz erhitzt. In einen solchen Rundkolben werden genau 
leem Harn und icem Kaliumjodat-Schwefelsauregemisch gegeben 
Pipette!). Nach Zugabe einer Glasperle oder Siedekapillare wird auf einem 
Drahtnetz am RiickfluBkiihler gekocht. Nach 3 Minuten hat die Ent- 
wicklung von Joddampfen aufgehért, die Oxydation ist also beendet. Es 
wird noch 30 Minuten weitergekocht, d.h. zur Sicherheit die Zeit der 
Oxydation um das Zehnfache iiberschritten. Nach dem Abkiihlen wird 
die Lésung mit dem doppelten bis dreifachen Volumen, also 12 bis 18 cem 
destillierten Wassers verdiinnt und zur Vertreibung des in der konz. Schwefel- 
saure gelést gewesenen Jods einige Minuten gekocht, bis die anfangs gelbe 
Lésung farblos geworden ist. Nach dem Abkiihlen und Hinzufiigen einiger 
Kristalle Jodkaliums wird, wie oben beschrieben, titriert. Die so ermittelten 
Kubikzentimeter werden von denen, die von den vorgelegten 5 cem Kalium- 
jodat-Schwefelséuregemisch verbraucht wurden, abgezogen und mit dem 
der Thiosulfatlésung entsprechenden Faktor multipliziert. 

Z. B. 5eem Kaliumjodat-Schwefelséure entsprachen 20,15 cem, zuriick- 
titriert wurden 10,50 ccm n/5 Thiosulfatlésung. Es waren also verbraucht 
9,65ceem n/5 Thiosulfatlésung. 1leem n/5 Thiosulfat entspricht 7,134 mg 
KJO,. Die Oxydation von 1 cem Harn verbrauchte also 68,84 mg Kalium- 
jodat. Da aber die Chloride des Harns ebenfalls Kaliumjodat verbrauchen, 
mu8 man das von ihnen verbrauchte Kaliumjodat ermitteln und von den 
68,84 mg abziehen. Die Chloride des Harns werden ebenfalls durch Titration 
bestimmt. 

4. Ausfiihrung der Chlorbestimmung. 


Die Titration der Cl-Ionen wird nach der Methode von Mohr ausgefiihrt, 
die fiir diese Zwecke vollig ausreicht. Eine hier praktisch in F rage kommende 
Differenz mit der Methode nach Volhard habe ich nicht feststellen kénnen. 

l cem Harn wird in einem Erlenmeyer-Kolben mit destilliertem Wasser 
verdiinnt, mit einigen Tropfen Kaliumchromatlésung versetzt und bis zur 
bleibenden Rotfarbung mit n/10 Silbernitratlésung titriert. leem n/10 
AgNO,-Lésung entspricht 3,546 mg Chlor, 1 mg Chlor entspricht 1,207 mg 
KJ Os. 

Z.B. leem Harn verbrauchten 1,10 cem n/10 AgNO,-Lésung, also 
1,10. 3,546. 1,207 = 4,702 mg KJO,. Dieses Kaliumjodat wurde also 
von den Chloriden des Harns verbraucht, mu8 demnach von den bei der 
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Oxydation gefundenen 68,84 mg KJO; abgezogen werden. Fiir die O 
dation der organischen Substanz sind also 64,14mg KJO, verbrau 
worden. Um den Vakatsauerstoff Vakat-O zu ermitteln, miissen 
gefundenen 64,14 mg KJ O, mit 0,1869 multipliziert werden, da 1 mg KJ 0 
0,1869 mg O entspricht. Der Vakat-O des analysierten Harns ist 
11,99mg. Vakat-O = (KJO,-Oxydation—KJ0O,-Chloride) . 0,1869. 


Umrechnungstabelle. 
loom mj/i0 AgNO, .... «+ 6 ss + 6 o @ ESM meg Chlor 
I mg Chlor ee eee a a ee ~ = 320 ,. EO 
leom n/5 Thiosulfatiieung ........#1,134. , KdJO, 
. vs. Wee am a ere lee 
1 ,, n/20 - Fetes 785 , KJO, 


Img KJO,;. ,1869 ,, O 


Beleganalysen. 
1.2181 g KJO,, 10 cem H,O + 20 cem H,S0O,, 3 Stunden am Riickflu 
gekocht, zuriicktitriert 171,4 n/5 Thiosulfat = 1,223 ¢g KJO,,. 


Harnstoff: 0,4674 g in 50cem H,O. leem + 5cem 68°, ig. Gemisch, 


vorg. 52,9mg, zuriick 52,3 mg KJQ,. 
Brenzkatechin: 0,220g in 50cem H,O. leem ber. 8,33 mg, gef 
8,32 mg O. 
Oxalséure: 1 cem 0,5 n ber. 4,00 mg, gef. 4,20 mg O. 
Sulfanilsiure: 0,4802 g in 50cem H,O. leem ber. 129 mg, 
130,7 mg O. 
Hippurséure: 0.3210 g in 50cem H,O. lcem ber. 10,33 mg, 
10,15 mg O. 
Milchzucker: 0,9900g in 50cem H,0O. 
leem ber. 21,12 mg, gef. 21,00 mg O 
ea Ue ~» SR ., @ 
1 a 5.28 ., oa E36 . 0 


Glykokoll: 0,2113 g in 10 cem H,O + 20 cem H,S0O,, ber. 135 mg, get. 
138,3 mg O. 

Asparaginséure: 0,2900g in l0cem H,O + 20cem H,S0O,, 
209,3 mg, gef. 213,2 mg O. 
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Berichtigung zu G. Bostréms Arbeit: 


.Die girungsfordernde Wirkung von Tumorextrakt 
und seine Beziehung zum Rosenthalschen Aktivator. 


Diese Zeitschr. 245, 85, 1932. 


Bei der Korrektur meiner Arbeit mit obenstehendem Titel ist mir 
n bedauerlicher Irrtum unterlaufen, indem ich die Beschriftung der zum 
Text gehérigen Abbildungen unterlieB. Das Versehen ist um so bedauer- 
licher, als der Leser dadurch die Auffassung bekommen muBte, ich hatte 
die Versuche tiber den Leberstoffwechsel bei normalen Mausen, bei Tumor- 
disposition durch chronische Teer- oder Arsenintoxikation, sowie bei 
spontanem Mammacarcinom, die den Fig.1, 2 und 3, Abb. 10, 8. 100, 
zugrunde liegen, selbst ausgefiihrt. Dies ist aber nicht der Fall, sondern 
es sind die bekannten Versuche von Buiingeler iiber die allgemeine Tumor- 
disposition’, welche in dieser Abbildung zum Vergleich mit meinen eigenen 
Versuchen iiber den Stoffwechsel nach Tumorextraktinjektion wieder- 
gegeben sind. In dem von mir zum Druck eingesandten Text zur Abb. 10 
war der Quellennachweis ausdriicklich angegeben. AuBerdem mdchte 
ch darauf hinweisen. daB die auf 8S. 100, Zeile 9 von oben, erwahnten 
.friiheren Versuche* tiber Reizkérperinjektionen ebenfalls von Piingeler 
,usgefiihrt sind, was aus dem Text nicht hervorgeht. Zumal einige der 
Abbildungen in ihrer gegenwartigen Verfassung schwer verstandlich sein 
liirften, bringe ich in dieser Berichtigung den Text zu saémtlichen Ab- 
bildungen. 


Texte zu den Abbildungen. 

Abb. 1. Einmwirkung des Tumorextraktes auf die Milchsaurebildung der 
Leber von ernahrten Ratten und Hungerratten. 
Mittelwerte aus Tabelle I und LI. 
Mehrgarung nach Zusatz von Tumorextrakt, schraffiert. 
G = Ringerlésung mit 0,2°, Glykose. 
Grex Ringerlésung mit 0,2°, Glykose und Tumorextrakt. 
Milchsaurebildung in ungespiilten’ und gespiilten Schnitten aus 
Rattenleber mit oder ohne Zusatz von Tumorextrakt. 
Mittelwerte aus Tabelle IIT. 
Mehrgarung nach Extraktzusatz. schraffiert. 


Bezeichnungen wie in Abb. 1. 


1 Frankf. Zeitschr. f. Pathol. 39, 1930. 








G. Bostrém: Berichtigung. 


(Nach Rosenthal.) Der Abfall der Gargeschwindigkeit nach 
sofortigem und nachtraglichem Ersticken. 
Der Abfall der Gargeschwindigkeit ohne und mit Zusatz von 
Tumorextrakt. 
Bezeichnungen wie in Abb. 1. 

Abb. 5. Der Abfall der Gargeschwindigkeit nach Zusatz von Tumorextrakt 
in glykosehaltigem und glykosefreiem Medium. 
—_— Ringerlésung mit 0,2°, Glykose. 
-~-- = Ringerlésung ohne Glykose. 
Hemmung der Milchséuregérung in Rattenleber durch Zusatz von 
Milchséure zur Suspensionsfliissigkeit. 
Mittelwerte aus acht Versuchen. 
Extragérung nach nachtraglichem Ersticken bei Gegenwart von 
T umorextrakt. 
Mittelwerte aus Tabelle IV. 
GN2z = sofortiges Ersticken. 
G02GN2 = nachtriagliches Ersticken. 
Milchséuregirung der Rattenleber bei Gegenwart von Tumor- 
extrakt in fructosehaltigem und fructosefreiem Medium. 
Mehrgirung nach Extraktzusatz, schraffiert. 
F = Ringerlésung mit 0,2°, Fructose. 
Fex = Ringerlésung mit 0,2°, Fructose und Tumorextrakt. 
Ubrige Bezeichnungen wie in Abb. 1. 
Stoffwechsel der Rattenleber nach subcutanen Injektionen von 
Tumorextrakt. 


. Fig. 1, 2 und 3. Mauseleber (nach Biingeler, Frankf. Zeitschr. f. 
Pathol. 39, 398, 1930, Abb. 35). 
Fig. 4. Rattenleber, Mittelwerte aus Tabelle VII (nach 48 Stunden). 


. Die in meinem Aufsatz erwahnten Versuche tiber den Gewebestoff- 
wechsel hatte ich im Herbst 1931 begonnen. Bztingeler hat indessen zeitiger 
in der Zeitschr. f. exper. Med. 75, 223, 1931 eine Arbeit iiber dasselbe 
Thema veréffentlicht, was mir jedoch zurzeit der Publikation meiner 
Arbeit unbekannt war. 
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